





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift 


fiir 
physiologische Chemie 


fortgefiihrt von A. KOSSEL und F. KNOOP 


herausgegeben von 


A. Butenandt una K. Thomas 


Tiibingen Gottingen 


286. Band 


Mit 110 Abbildungen im Text 


Berlin 1951 


WALTER DE GRUYTER & CO. 


vormals G. J. Géschen’sche Verlagshandlung « J. Guttentag, Verlags- 
buchhandlung - Georg Reimer + Karl J. Triibner - Veit & Comp. 








Ausgegeben im Februar 1951 


Alle Rechte, insbesondere das der WUbersetzung, vorbehalten. 
Printed in Germany / Druck von Buchkunst, Berlin. 
Archiv-Nr. 58 0351. 











Inhalt des 286. Bandes 





Oberste-Lehn, H. Die kolorimetrisch-chemische Bestimmung des Follikel- 
hormons mit der reer und Fr pata ac Schwefel- 
siure. . : 

Treibs, A. U ber Hamoglobin es 

Leonhardi, G,, v. Glasenapp, I. und Felix, K. “Nachweis und Bestimmung 
der p-Oxyphenylbrenztraubenséure und des freien Phenols im Harn 

Leonhardi, G., v. Glasenapp, I. und Felix, K. Quantitative Bestimmung 
der Brenztraubensaure im Harn als 4-Chlor-2-nitro-2.4-dinitro-methyl- 
PORE eo ey elo a) SUNS ot “ARAN Gin ten cu ci er ses singe TS asigeee aks 

Klenk, E. und Debuch, H. Zur Frage ‘des Vorkommens der hochungesattigten 
Fettsdiuren Coo und Crug in den Pflanzenphosphatiden. . . 

Felix, K. und Schaefer, H, Uber den Abbau der p-Oxypheny Ibrenztrauben- 
siure. . 

Strack, E. und Frunder, H. Uber. die hy drolytische und fermentative Spal- 
tung einiger Ester von Betainen ......... 

Neuberger, A. Note on the Optical Rotation of Spinacine. one 

Kutscher, W. und Schippers, M. Uber die Glykogenbildung aus C, -Dicarbon- 
SAGE, Gs. WOCCNUND ow. es ss es Hes ee 

Felix, K., Fischer, H., Krekels, A, und Rauen, H. M. Uber Clupein, IX. Mit- 
teilung SMM ees re COMME Tha ve: fete. Se aso! ste 

Rauen, H. M., und Haller, C. y. “Uber die Beziehung des Harnxanthopterins 
zum EiweiBstoffwechsel. ..........62.4..4-.-. 

Rauen, H. M. und Haller, C. v. Uber die Ausscheidung von Xanthopterin 
nach Verabreichung von Pteroylglutaminsiure beim Menschen . . 

Heyns, K., Anders, G, und Becker, E., Uber Proteine und deren Abbau- 
produkte, I. Mitteilung: Untersuchungen iiber den Verlauf der partiellen 
alkalischen und sauren Hydrolyse der Gelatine. . . 

Heyns, K., Anders, G. und Becker, E. Uber Proteine und deren ‘Abbau- 
produkte, II. Mitteilung: Untersuchungen iiber die Aufteilung partieller 
alkalischer und saurer Hydrolysate der Gelatine 

Schmidt-Thomé, J. und Prediger, Fr. Untersuchungen iiber die Saponin- 
Lo CRMs ep & rec, ee 0, a ene a cee 

Lettré, H., Lettré, R. und Pflanz, Ch. Uber Synergisten von Mitosegiften, 
I. Mitteilung: Bulbocapnin, Cholchicin, V-Methylcolchicamid und ihre 
WRGHVGINMMIGRER (on che ks iG Stk ww «4. ck al romersl ee 

Leonhardi, G. und Glasenapp, I. vy. Nachweis und Bestimmung der Acet- 
SPUIpUNTIEND SAWN PETERT AN rch alh esis al F550 4h noi UG) easy fos stm: apl soPlea-* 00h 

Breusch, F, L. und Bodur, H. " Seifenhamolyse und Fettsiurekonstitution 

Breusch, F, L. und Ulusoy, E. Oberflachenspannung von Seifenlésungen 
homologer Reihen substituierter Fettsiuren. .........2.-. 

Breusch, F, L. und Ulusoy, E. Synthese von 2- und 3-methylierten 3- — 
MSU USBUTON 60:1 Sics. ays con Gv tentess 

Rauen, H. M. und Waldmann, H. Uber die Gegenstromverteilung von 
Pterinen . . 

Kutscher, W. und Klamerth, 0. "Darstellung + yon histaminahnlichen Sub- 
stanzen aus der Pyrrolreihe, I. Mitteilung , 

ee Rauen, H. M., Stamm, W. und Zimmer, G. Uber Clupein, X. Mit- 
POE ERR A eee Pets Sk 

Heepe, F., Karte, H. und Lambrecht, E. Die Ferrocyankali- Essigaiure- 
Triibung als Grundlage eines vom Dispersitétsgrad unabhangigen 
EiweiBbestimmungsverfahrens. . ..........-.08- 

Lettré, H., Lettré, R. und Pflanz, Ch. Uber Synergisten von Mitosegiften, 
Il. Mitteilung . : 

Rauen, H. M. und Kimbel, K. H. Uher die Schutzwirkung der p- -Amino- 
benzoesaéure gegen die Photooxydation der Pteroylglutaminsiure . 
Stelgens, P., Wolf, H. und Schreier, K. Eine colorimetr. Mikromethode 
zur Bestimmung des Kreatinins und Kreatins im Blut und Harn 








Seite 











Komant, W. Uber die Kupplung von 3.5-Dijod-tyrosin und Thyroxin mit 
Diazoniumsalzen, I. Mitteilung. . ... . 
Komant, W. Uber dag Kupplungsvermégen von Brom- und Chlorderivaten 


des Thyronins und Tyrosins sowie anderer o0- 
Halogenphenole mit Diazoniumsalzen, II. Mitteilung . 
Irion, W. Zur Kenntnis der Lanthioninbildung, Ein Beitrag zur Klarung 
der erstmaligen Isolierung einer Thioither-Diaminsiure aus Keratin 
Kraut, H., Schrader-Beielstein, E. v. und Weber, M. 
der Ergininbestimmung nach Sakaguchi . 
E] Ridi, M. 8., Azouz, W. M, und Abd e] Hay. 
die Laktation fordernden Stoffes in Foenum- Graecum-Ol 
E! Ridi, M. §., El Ayyady, M, und Azouz, W. M. Uber das Vorkommen eines 
die Laktation férdernden Stoffes im Foenum-Graecum-O1 . 
Kuhn, R., Zilliken, Fr. und Trisehmann, H. Uber die oxydative Des- 
aminierung von 4-Aminomethyl-2-oxy-benzoesiure im 
Schenck, M. Uber die Einwirkung von naszierender salpetriger Saure auf 
verschiedene stickstoffhaltige organische Verbindungen. on 


Seite 


5s, Iai 229 
und p-substituierter 
a: eake ks Ves wars 235 
241 
Eine Modifikation 


ow“ ee 8 


Versuche zur “Isolierung des 


248 
a er 256 
Tierkérper 
. 270 


Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen 


Abd el Hay s. El Ridi, M. S. 

Anders, G. s. Heyns, K. 

Azouz, W. M. s. El Ridi, M. 8. 

Becker, E. s. Heyns, K. 

Bodur, H. s. Breusch, F. L. 

Breusch, F. L. und Bodur, H. 148. 

Breusch, F. L. und Ulusoy, E. 159, 
174. 

Debuch, H. s. Klenk, E. 

El Ayyady, M. s. El Ridi, M. S. 

El Ridi, M. S., El Ayyady, M. 
Azouz, W.M. 260. 

El Ridi, M. S., Azouz, W. M. und 
Abd el Hay 256. 

Felix, K., Fischer, H., Krekels, A 
und Rauen, H. M. 67. 

Felix, K. s. Leonhardi, G. 

Felix, K. und Schaefer, H. 38. 

Felix, L., Rauen, H. M., Stamm, W. 
und Zimmer, G. 199. 

Fischer, H. s. Felix, K 

Frunder, H. s. Strack, E. 

Glasenapp, I. v. s. Leonhardi, G. 

Haller, C. v. 8. Reuen, H. M. 

Heepe, F., Karte, H. und Lambrecht, 
E. 207. 

Heyns, K., Anders, G. und Becker, E. 

M102, 118 

Trion, W. 241. 

Karte, H. s. Heepe, F. 

Kimbel, K. H. s. Rauen, H. M. 

Klamerth, O. s. Kutscher, W. 

Klenk, E. und Debuch, H. 33. 

Komant, W. 229, 235. 

Kraut, H., Schrader-Beielstein, E. v 
und Weber, M. 248. 

Krekels, A. s. Felix, K. 

Kuhn, R., Zilliken, Fr. und Trisch- 

mann, H. 264. 


und 


| 


| Kutscher, W. 


und Klamerth, 0. 190. 
und Schippers, M. 59. 
s. Heepe, F. 

und Glasenapp, I. v. 


Kutscher, W. 
Lambrecht, E. 
Leonhardi, G. 
145. 
Leonhardi, G., v. Glasenapp, I. und 
Felix, K. 19, 28. 
Lettré, H., Lettré, R. 
Ch. 138, 212. 
Lettré, R. s. Lettré, H. 
Neuberger, A. 58. 
Oberste-Lehn, H. 1. 
Pflanz, Ch. s. Lettré, H. 
Prediger, Fr. s. Schmidt-Thomé, J. 
Rauen, H. M. s. Felix, K. 
Rauen, H. M. s. Felix, L. 


und Pflanz, 


| Rauen, H. M. und Haller, C. v. 79, 96. 


Rauen, H. M. und Kimbel, K. H. 215. 
Rauen, H. M. und Waldmann, H. 180. 
Schaefer, H. s. Felix, K. 

Schenck, M. 270. 

Schippers, M. s. Kutscher, W 


| Schmidt-Thomé, J. und Prediger, Fr. 


Siedbadee-Beksleveln, E. v. s. Kraut, H. 


| Stamm, W. s. 


12 
Schreier, K. s. Stelgens, P. 
Felix, L. 


Stelgens, P., Wolf, H. und Schreier, 


| K. 218. 
| Strack, E. und Frunder, H. 51 
Treibs, A. 8. 


| Ulusoy, E. s 


| Zilliken, Fr. s. 


Trischmann, H. s. Kuhn, R. 
yong ee ¥, Th. 
. Rauen, H. M. 


he H. 
Stelgens, P. 
Kuhn, R. 
s. Felix, L. 


Waldmann, H. 
Weber, M. s. 
Wolf, H. s. 


Zimmer, G. 





gisc 
frie 
war 
met 
Lab 
und 
her 


und 
mis¢ 


als 

Ostr 
Folli 
nich 


beru 
Phen 
zeugt 
fach 

breit 


1 
von (¢ 
[1947 
B (cis 

+ 


freuns 


3 


Pett: 


Hoy 


Bd. 286 (1950) 


Die colorimetrisch-chemische Bestimmung des Follikelhormons 
mit der 8-Naphthol- und Kaliumsulfoguajakol-Schwefelséure 
Von 
Harald Oberste-Lehn 
Aus der Hautklinik der Medizinischen Akademie Diisseldort 
Direktor: Prof. Dr.med.H. Th.Schreus 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1950) 


Die zur Bestimmung der Follikelhormone bisher angegebenen biolo- 
gischen und chemischen Reaktionen lieferten keine ausreichend be- 
friedigenden und miteinander iibereinstimmenden Ergebnisse; diese 
waren vor allem stark abhingig von der angewandten Extraktions- 
methode. Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, eine im klinischen 
Laboratorium durchfiihrbare Methode zum einwandfreien qualitativen 
und quantitativen Nachweis der Follikelhormone auf Grund der bis- 
her angegegebenen Verfahren zu finden. 

Um die verschiedenen Ostrogene voneinander trennen zu kénnen 
und um vom Tiermaterial unabhingig zu sein, wihlten wir eine che- 
mische Methode. 

Zunichst untersuchten wir das Ostradiol, das uns in Reinsubstanz 
als ,,«‘-Ostradiol! vom Schmp. 174° zur Verfiigung stand, und das 
Ostron, Schmp. 253—257°, als die beiden wichtigsten Vertreter des 
Follikelhormonkomplexes*. Ostriol war zu diesem Zeitpunkt leider 
nicht zu beschaffen. 


1. Die Reaktion mit Phenol-Schwefelsiure 


Die Kobersche? Reaktion in der Modifikation nach Bachman® 
beruht auf der Messung der Extinktion der durch ein Gemisch von 
Phenol und Schwefelsiure unter genau festgelegten Bedingungen er- 
zeugten Farbreaktion. Es zeigte sich, daB dieser verhiltnismaBig ein- 
fach und schnell durchzufiihrenden Methode eine zu groBe Fehler- 
breite eigen ist. Die von den Verfassern angegebene Genauigkeit lieB 


1 Ks handelt sich um das natiirliche Hormon. Nach den Feststellungen 
von Goldberg, Licé, Robert und Plattner, Helv. chim. Acta 30, 1441 
[1947], besitzt dieses nicht wie frither angenommen « (irans)- sondern 
B (cts)-Konfiguration. 

* Beide Substanzen stellte uns Herr Dr. Junkmann, Schering A.-G., 
freundlicherweise zur Verfiigung. 

* Kober, Biochem. Z. 289, 209 [1931]. 

3’ Bachman, J. biol. Chemistry 1381, 455 [1939]; Bachman u. 
Pettit, ebenda 188, 689 [1941]. 
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sich bei eingehender Nachpriifung und trotz sorgfialtiger Einhaltung 
der Versuchsbedingungen weder mit Ostradiol noch mit Ostron wieder- 
finden. 


2. Die Reaktion mit £-Naphthol-Schwefelsaiure 

1938 berichtete Kober‘, daB sich bei Verwendung von £-Naphthol 
an Stelle des Phenols eine stiirkere Farbintensitit entwickelt, die eben- 
falls den Ostronkonzentrationen proportional war. Auch stimmten die 
MeBwerte bei verschiedenen Schichtdicken der Kiivetten besser tiberein. 
K ober gab eine Fehlerbreite von + 2°, an. Diese Methode wurde von 
Hofstetter® und Staudt® iiberpriift. Beide Autoren fanden iiber- 
einstimmend eine Fehlerbreite von -+- 15°. Die Reaktion wurde wie 
folgt angegeben: 

Zu dem aus alkoholischer Lésung eingedampften Hormonriickstand 
gibt man 0,2cem 2,5-proz. B-Naphthol-Schwefelsiure. Nach Schitteln 
wird 2 Min. in einem kochenden Wasserbad erhitzt und nach 45 und 90 Sek. 
wieder geschiittelt. AnschlieBend wird in Eiswasser gektihlt. Diese Mischung 
kann dann einige Stunden im Dunkeln aufbewahrt werden. Zur Weiter- 
verarbeitung werden 0,2 cem Aqua dest. hinzupipettiert und, wahrend die 
Reagensgliser in Eiswasser stehen, gut durchgeschiittelt. AnschlieBend 
wird zum 2. Male fiir 30 Sek. auf 120° oder 90 Sek. auf 100° erhitzt. 15 bzw. 
45 Sek. nach Beginn des Erhitzens wird das Reaktionsgemisch geschiittelt. 
Nach dem Erhitzen wird es nochmals 10 Sek. in Eiswasser gektihlt. Diese 
Mischung kann dann in einer 1-mm-Kiivette oder nach Verdiinnung mit 
65-proz. H,SO, in einer 2,5-mm-Kiivette photometriert werden. 

Besitzt die Lésung eine stérende Eigenfarbe, so kann sie mit 0,6 cem 
50-proz.. eisgekiithltem Aceton iiberschichtet werden, wahrend die Test- 
réhrchen im Eiswasser stehen. Der Inhalt wird nach dem Abkiihlen gut 
durchgemischt und hierauf nochmals 20 Sek. gekiihlt und sofort, photo- 
metriert, da bald eine stiirkere Rotfirbung des Reaktionsgemisches eintritt. 
Diese Reaktion ist nach Kober auf alle Ostrogene anwendbar. 

Unsere eigenen Versuche fiihrten wir nach Kobers Angaben mit 
Ostradiol, Ostron und einem Gemisch beider Hormone durch. Aller- 
dings verwendeten wir nach dem Vorgange Staudts® anstatt der 2,5- 
proz. eine 2-proz. Lésung von £-Naphthol, bei der weniger hiufig 
Triibungen auftreten. Gemessen wurde im Stufenphotometer mit einer 
2,5-mm-Kiivette gegen eine Kontrollésung ohne Hormonzusatz. Am 
besten eignete sich das Filter 853 mit dem Absorptionsmaximum bei 
50 mu. Das Reagens wurde fiir jeden Versuch kurz vorher fertiggestellt 
und sofort benutzt, da sich die gelblich-rote Naphtholsulfonsiure nach 
20—30 Min. bereits dunkel verfirbte. 

Schon beim ersten Versuch eine Eichkurve herzustellen, fiel uns eine 
in einzelnen Testréhrehen auftretende Triibung auf, die aus mikroskopisch 
kleinen Kristallen bestand. Da jedoch eine Anderung der Erhitzungsdauer 
bzw. eine Temperaturerhéhung, wie sie Staudt vornahm, die Kristalle 
nicht mehr zur Lésung brachte, zentrifugierten wir solche Testréhrchen 
mit dem Erfolg, daB, bei Erhaitung der Farbintensitit, sich die Triibung 
absetzte. Da diese vorher zwangsliufig photometrisch mitgemessen wurde, 


4 Kober, Biochem. J. 32, 357 [1938]. 


5 Hofstetter, Diss. Berlin [1939]; Staudt, Diss. Tiibingen [1947]. 
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erniedrigten sich jetzt die E.-Werte und fiigten sich der Eichkurve ein 
(s. Tab.). Hierdurch war die einzige Schwierigkeit, die wir bei der Vorunter- 
suchung bemerkten, beseitigt. 








rm . E.-Werte vor dem E.-Werte nach dem 
Ostradiol Zentrifugieren Zentrifugieren 

10 y 0,20 

20 y 0,45 0,36 

30 y 0,45 

40 y 0,50 

50 y 0,66 

60 y 0,96 0,70 

70 y 1,36 0,85 

80 y 1,07 

90 1,20 








Alkoholische Ostradiolverdiinnungen von 10—90 y wurden im Wasser- 
bad und spater im Trockenschrank langsam getrocknet und darauf mit jeder 
Verdiinnung die Reaktion angestellt. Bei 
































vier Ansiatzen von 10y Ostradiol ergaben ee | ‘| | 
sich folgende Extinktionswerte : 0,20, 0,20, sa | | 
0,18, 0,21 und bei 30 y Ostradiol: 0,44, ~ 70 + 
0,41, 0,43 und 0,46. Aus dem Rahmen a9} | i | | 
fallende Ergebnisse haben wir dabei nicht | | 
gefunden; wir stellten daher mit Hor- %>——~ t. 
monkonzentrationen von 10—80y Eich- @Q7} | | | | 
kurven her. Die Fehlerbreite betrug +-10°/, Q6|-—-—+- 4 f — }+------ 
zwischen 50—80y und + 5% zwischen | | | 
10—40 y. =) 
Diese Fehlerbreite von 5—10% lieB 94-4 <7 a 
sich trotz aller Nachpriifung nicht auf die 3} | | 
vom Verf. angegebenen 2% reduzieren. cial mera Sake es 
Mit 10—90 y Ostron lieBen sich, in “ oe 
Ubereinstimmung mit Kober, die glei- 47F | | 
sitate “wi te. d l a 1 
chen Farbintensitéten entwickeln. Ge 0 0 2 WW 30 0 1 WH Wy 





mische von Ostradiol und Ostron wurden 
ebenfalls summenmaBig wiedergegeben. Abb, 1. Ostradiol-Eichkurve mit 
Die bei der Beschreibung der Reak- der f-Naphthol-Schwefelsiure. 
tion angegebene SchluBverdiinnung mit 
50-proz. Aceton, nach Kober, benutzten auch Jayle, Crépy und 
Judas®. Sie sahen dabei. ein Verschwinden der gelbroten Ostrogen- 
Verfiirbung und eine Zunahme des braunroten Farbtones. Diesen 
Befund kénnen wir bestiitigen. Dieser Dunkelrotfirbung wurde je- 
doch von den Untersuchern sowie von Cohen und Marrian’ eine 
Bedeutung beigemessen, der wir nicht zustimmen kénnen. Sie nahmen 
an, daB biolegisch inaktive Substanzen diese Reaktion verursachten, 
wobei die Ostrogen-Rosa-Farbe verschwindet. Nach unseren Unter- 
suchungen scheint es sich jedoch um eine Kigenschaft des Reaktions 


6 Jayle, Crépy u. Judas, Bull. Soc. Chim. biol. 25, 301 [1943]. 
7 Cohen u. Marrian, Biochem. J. 28, 1603 [1934]. 
1* 
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gemisches in Anwesenheit ven Aceton zu handeln. Es bilden sich offen- 
bar Verbindungen von £-Naphthol mit Aceton, die bei Anwesenheit 
von Wasser langsamer und weniger ausgeprigt zustande kommen. 
Die angegebene Abhiangigkeit dieser Erscheinung von anderen Steroiden, 
die im Reaktionsgemisch enthalten sind, scheint weniger bedeutungs- 
voll zu sein. 


Die Reaktion wurde wie folgt angestellt: 


1. 10 y Ostradiol + 0,2cem f-Naphthol-Schwefelsiure + 0,2 ccm 
Wasser ++ 0,6.cem 50-proz. Aceton. Gleich nach Herstellung des Reaktions- 
gemisches fand sich ein bedeutend niedrigerer Extinktionswert als nach 
anschlieBender Verdiinnung mit Schwefelsiure. Bereits 6 Min. nach der 
Reaktion waren die Extinktionswerte bei einer 2. Messung stark angestiegen. 

2. Um die Bedingungen des Auftretens dieser Erscheinung zu klaren, 
wurde zuniéchst das Ostradiol-f-Naphtholsiuregemisch nach dem I. Er- 
hitzen, wahrend es im Ejiswasser stand, mit 0,8 cem Aceton tberschichtet 
und gut durchgeschiittelt. Danach zeigte sich, dais eine aufsteigende Farb- 
skala, gemaéB den einzelnen Ostradiolverdiinnungen, nicht sichtbar war, 
sondern da®B sich in allen Reagensgliisern, auch des Leerversuches, eine 
gleichmaBig gefiirbte rote Lésung befand, die nach 2 Min. bereits dunkelrot 
war und nach 2 Stdn. dickfliissig wurde. 

3. Das Ostradiol-f-Naphthol-Schwefelsiiuregemisch wurde nun nach 
dem 1. Erhitzen mit 0;2cem Wasser verdiinnt und nach dem 2. Erhitzen 
mit 0,6cem Aceton iiberschichtet. Nach Durchschiitteln des Gemisches 
zeigte sich in einzelnen Reagensgliisern eine geringe Stufung der Farb- 
intensitat. Im allgemeinen sah die Farblésung gleichméSig dunkelrot aus. 
Eine Zunahme dieser roten Verfirbung durch Stelienlassen war bei allen 
Testréhrchen zu beobachten. Zu einer Verharzung der Lésung kam es jedoch 
nicht. 


Ergebnis: Die Kobersche (-Naphthol-Schwefelsiurereaktion 
mit der SchluBverdiinnung durch 65-proz. Schwefelsiure hat eine 
Fehlerbreite von + 10% und ist einfach und schnell auszufiihren. Die 
Schlu8verdiinnung mit 0,6 ccm 50-proz. Aceton erzeugt anfangs eine 
gelb-rote Farbskala von geringer Intensitit, die unbestindig ist und 
bald zur Dunkelrotfarbung neigt. Die Verdiinnung mit 0,6 oder 0,8 com 
Aceton verstirkt die Unbestiindigkeit der Verfiirbung und verursacht 
eine tiefrote Farbe im Reaktionsgemisch. 


3. Die Reaktion mit Kaliumsulfoguajakolin Schwefelsiure 


Bei der Reaktion von Szego und Samuels® wird an Stelle der 
Phenol-Schwefelséure Guajakol ulfonsiiure benutzt. In konz. Schwefel- 
siure gibt diese mit Ostron eine rosa Farbe. 


Die alkoholische Hormonlésung von 10—90¥y wird eingetrocknet. 
Zu den einzelnen Proben werden 0,2 ccm einer 10-proz. Lésung von Kalium- 
sulfoguajakol in konz. Schwefelsiure hinzupipettiert und 6 Min. erhitzt. 
AnschlieBend wird 5 Min. in Eiswasser gekiihlt und 0,2 ccm Aqua dest. 


8 Szego u. Samuels, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 263 [1940]. 
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hinzugegeben. Danach werden die Testréhrchen 7 Min. in kochendem Wasser- 
bad erhitzt, 0,6 com Wasser hinzugegeben und nochmals 5 Min. in Eiswasser 
gekiihlt. 

Diese Reaktion unterscheidet sich von der Koberschen lediglich durch 
die Anderung der Zeiten. Hierdurch wird erreicht, daB das Ostriol dehy- 
dratisiert wird und sich mit dem Ostron zusammen am Farbkomplex be- 
teiligt. Die beiden Hydroxylgruppen am C-Atom 16 und 17 bei Ostriol 
werden zu einer Ketogruppe am C-Atom 17 umgewandelt. Ferner wurde 
von Szego eine 2. Nachweistechnik angegeben, die ein Endvolumen von 
7,5cem hat und mit einer 20-proz. Kaliumsulfoguajakol-Schwefelsiure- 
lésung angestellt wird. Hierbei wird am Anfang nur 1 Min. und zum zweiten- 
mal 2 Min. lang erhitzt. Da das Ostriol eine langere Anfangserhitzung braucht, 
um eine kennzeichnende Farbe zu geben, nimmt es hierbei nicht an der 
Farbbildung teil. Eine so geringe Menge wie 1 » Ostron konnte nachgewiesen 
werden. Beide Nachweismethoden geben mit Ostradiol keine Reaktion, da 
hier durch das Fehlen der Hydroxylgruppe am C-Atom 16 die Bildung von 
Ostron nicht méglich ist. 

Fiir unsere eigenen Untersuchungen wandten wir die Nachweis- 
methode mit dem Endvolumen von 1 cen an. Allerdings nahmen wir 
die SchluBverdiinnung mit 65-proz. Schwefelsiure vor, da die Unter- 
suchungen von Staudt gezeigt haben, da8 hiermit héhere Extinktions- 
werte erreicht werden, als durch eine Verdiinnung mit Wasser. Es ist 
also hierdurch méglich, den Grenzwert des Nachweises nach unten zu 
verschieben. Die Ausfiihrung der Reaktion wird durch einen bemerkens- 
werten Vorteil erleichtert. Der Kontrollversuch ist namlich farblos 
und das Reagens wenigstens 24 Stdn. haltbar. 

_  4unachst priiften wir, ob gleiche 35 
Ostronkonzentrationen auch gleiche Ex- E 
tinktionswerte lieferten. Das Filter 8 53 
erwies sich auch hier als am besten 4/——— | Ws 





uo 





geeignet. Die Ablesung mu zweck- | | 
maBigerweise innerhalb von 10 Min. be- 25 
endet sein. Fiir 25 y Ostron betrugen 

di8 Extinktionswerte: 0,26, 0,24, 0,22, 

0,20, 0,24, 0,22, 0,20. Auf Grund dieses 20}—+- 
zufriedenstellenden Ergebnisses legten wir | 

mit Ostronverdiinnungen zwischen 5 und 
100 y Eichkurven an. 15 

Das Lambert-Beersche Gesetz 
wurde fiir giiltig befunden, wenn dabei 7g 
die Fehlerbreite von + 5% in Betracht 
gezogen wird. 

Ergebnis: Die beachtlichen Vor- a 
ziige dieser Reaktion gegenitiber der 
urspriinglichen Koberschen Reaktion 9% 25 50 100 
und ihrer Modifikation vou Bach- Abb. 2. Ostron-Eichkurve mit der 
man sind die geringe Fehlerbreite und — Kaliumsulfoguajakol-Schwefel- 
die hohe Empfindlichkeit. Nach An- siiure. 
gaben von Szego und Samuels sollen 
Ostradiol, Androsteron, Pregnandiol und Cholesterin keine Reaktion 
geben. Fiir Ostradiol, Androsteron und Cholesterin haben wir dies 
nachgepriift und fiir richtig befunden. 
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4. Die Hydrolyse und Extraktion des Follikelhormons 

Den Ergebnissen der bisherigen Untersuchungen zufolge miiBte 
es méglich sein, mit der £-Naphthol- und Kaliumsulfoguajakolsulfon- 
siiurereaktion, den Gehalt an Gesamtéstrogenen in Fliissigkeiten ge- 
niigend genau zu bestimmen und nach Abzug der gemessenen Werte 
fiir Ostron und Ostriol auch das Ostradiol zu berechnen. 

Voraussetzung hierfiir ist die Gewinnung eines gereinigten Follikel- 
hormons durch geeignete Hydrolyse und Extraktion. Uns erscheinen 
die Bemiihunges, durch Abinderung der Reaktionen eine Korrektur 
der Werte vorzunehmen, als nicht angebracht (vgl. ® °). 

Smith und Smith" benutzten zur Hydrolyse 15-vol.-proz. konz. 
Salzsiiure und kochten das Urin-Salzsiuregemisch 10 Min. am Riick- 
flu8kiihler. Cohen und Marrian’ zeigten jedoch, daB die Erhitzungs- 
dauer nicht ausreichte, um eine Lésung des Hormons aus seiner Bindung 
quantitativ zu erreichen. Sie erhitzten meist 30—40 Min, und erzielten 
dabei eine quantitativ befriedigende Ablésung des Ostrogens ohne 


oxydative Zerstérung desselben. 

Die sich anschlieBenden Reinigungsmafnahmen zerfallen in finf 
Einzelabschnitte. Sie fuBen auf der Arbeit von Wieland und Sei- 
bert'', die auch den Methoden von Szego und Samuels wie von 
Stimmel!* zugrunde gelegt wurden. 

1.. Die homogene, hydrolysierte Mischung wird dreimal mit 30—-10—10 
eem Chloroform jeweils 10 Min. am RiickfluBkiihler extrahiert. Die gesam- 
melten Chloroformextrakte werden nochmals im Scheidetrichter mit der 
hydrolysierten Fliissigkeit geschiittelt. Bei Auftreten von Emulsionen werden 
durch Zentrifugieren beide Phasen wieder getrennt. Der Chloroformextrakt 
wird anschlieBend durch ein chloroform-befeuchtetes Filter gegossen. 

2. In einem Schiitteltrichter wird der Chloroformextrakt zweimal mit 
5 ccm n/10-Natronlauge vorsichtig ausgeschiittelt und mit 10 cem Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser Phenolphthaléin nicht mehr rétet. Nor- 
malerweise geniigt einmaliges Ausschiitteln mit Wasser. Die gesammelte 
waBrige Phase wird nochmals mit Chloroform extrahiert und dieser Extrakt 
dem iibrigen hinzu gegeben. Die gesammelten Chloroformextrakte werden 
daraufhin im Wasserbad zur Trockene eingedampft. 

3. Der Riickstand wird in einem Wasserbad von 75° in 20 cem 70-proz. 
Alkohol aufgenommen. Nach Abkiihlen wird viermal mit 10 ccm Petrol- 
aither ausgeschiittelt. Die Petrolatherphase wird verworfen. Die alkoholische 
Lésung wird im Trockenschrank eingedampft. Kleinere Mengen reinen 
Alkohols beschleunigen den Vorgang. 

4. Der Riickstand wird darauf in 30 cem 15-vol.-proz. Aceton in Petrol- 
ather aufgenommen. Zeigt die Lésung noch eine briiunliche oder gelbliche 
Verfarbung, so wird die Brockmannsche Farbadsorption durchgefthrt. 

Ein unten durchbohrtes Reagensglas wird mit Glaswolle hart aus- 
gestopft. 3—4g Aluminium oxydatum anhydricum werden hinzugegeben. 
20cem 15-proz. Aceton in Petrolather werden vorher durch diese Saule 
gegossen und verworfen. AnschlieBend wird die Lésung filtriert und das 
Aluminium oxyd. mit 20cem 15-proz. Aceton in Petrolather gespiilt. 


® Stevenson u. Marrian, Biochem. J. 41, 507 [1947]. 
10 Smith u. Smith, Amer. J. Physiol. 112, 340 [1935]. 
11 Wieland u. Seibert, diese Z. 262, 1 [1939]. 
12 Stimmel, J. biol. Chemistry 162, 99 [1946]. 
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Die 15-proz. Aceton-Petrolither-Lésung wird eingedampft und der 
Riickstand in 2 cem Alkohol absol. gelést. Diese Lésung ist fertig zur Reak- 
tion. 

Die Voruntersuchungen zeigten, das Chloroform, Alkohol wie Petrol- 
ather eine Farbreaktion mit der $-Naphthol-Schwefelsiure ergeben. Ein- 
faches Destillieren geniigte jedoch, um diese Fehlerquelle zu beseitigen. 

Die Uberpriifung des Verfahrens wurde 




































































auf folgende Weise vorgenommen: 60 ccm 74 
Serum eines funktionstiichtigen Madchens  ¢ | 
werden in 10 Portionen zu je 6 ccm auf- P 
geteilt und nach dem Hydrolysieren mit 7 y 
einer steigenden Verdiinnungsreihe von 
Ostradiol versetzt. AnschlieBend wird jede  g|— woth 
Serumportion durch das Extraktions- ‘ 
verfahren geschickt und die $-Naphthol- 
Schwefelséurereaktion angestellt. Das Er- 4 salsa i 7 
gebnis stellt sich folgendermaBen dar: | | 
Unter Beriicksichtigung der Fehler- gs}——_|—_--- | ™ 
breite werden durch dieses Verfahren | | | 
keine gréBeren Mengen an Ostrogen zu- gy , (=e ee 
riickgehalten. Es gelingt, die Hormon- | ~~ 
¢ | | 
mengen aus dem Serum fast ohne Ver- 9) ¢/ | —}—+-— 
lust zu extrahieren. Das gleiche Ergeb- / | 
nis wurde mit Ostron erzielt. Auch aus Y/, coil — 
70 20 30 “0 80 60 10 8 Wy 





mannlichem Serum sind die Hormon- 4 
mengen mit gleicher Methode und glei- ,)) 5 Ostradiol-Eich- 
chem Erfolg extrahierbar. Es lohnt da- jurve, -. - - - Ostradiol-Eich- 
her nicht, sie gesondert zu beschreiben. kurve nach Serumextraktion. 


Zusammenfassung 


1. Die Phenol-, 6-Naphthol- und Kaliumsulfoguajakol-Schwefel- 
siurereaktionen werden auf ihre Brauchbarkeit gepriift. Befriedigende 
Ergebnisse liefern die £-Naphthol- und die Kaliumsulfoguajakol- 
Schwefelsiurereaktionen. 

2. Hierdurch ist es méglich, aus einem Gemisch von Ostrogenen 
das Gesamtéstrogen und die Ostron-Ostriol-Fraktion quantitativ zu 
bestimmen. 

3. Das beschriebene Extraktionsverfahren liefert befriedigende 
Ergebnisse. Es gelingt die Ostrogene aus ihrem Trager quantitativ 
herauszulésen. 
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Uber Hamoglobin 
Von 
Alfred Treibs 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Miirz 1950) 


Uber die Wertigkeit des Eisens im Hamoglobin und Oxyhimoglobin 
ist oft diskutiert worden}. 

Hauptargumente fiir die Rwnbwortighett sind der Ubergang in 
Methaimoglobin durch Oxydationsmittel und die Bildung von Hamo- 
globin durch Reduktionsmittel aus Oxyhimoglobin und Methamoglobin 
in Verbindung mit der Tatsache des Dissoziationsgleichgewichts Himo- 
globin-Oxyhimoglobin, weiterhin die Fahigkeit des Hiimoglobins 
Kohlenoxyd reversibel zu binden. Diese Argumente sind jedoch keine 
ausreichenden Beweise, weil Oxydation und Reduktion. méglicherweise 
am Globin, das 96% des Molekiils ausmacht, wirken kénnten. Auch 
physikalische Messungen wurden zur Entscheidung herangezogen. 
Conant und Fieser! versuchten durch Messung von Redoxpotentialen 
das System Himoglobin-Methimoglobin zu erfassen. Ihre Ergebnisse 
sprechen zwar fiit die Zweiwertigkeit des Eisens im Hamoglobin, doch 
kommen Conant und Pappenheimer? schlieBlich zur Erkenntnis, 
daB die Schwierigkeiten quantitativer Messungen keine befriedigenden 
Ergebnisse zulassen. 

Die magnetischen Messungen, vor allem von Pauling und Cor- 
ryell®, welche die 2-Wertigkeit des Eisens im Haimoglobin und Oxy- 
hiaimoglobin bestatigen, sind groBenteils mit sehr verdiinnten Farbstoff- 
lésungen durchgefiihrt worden, die noch Reagenzien enthielten, z. B. 
das zur Reduktion verwendete Hydrosulfit und naturgemaéB dessen 
Oxydationsprodukte. Ob das die sehr additionsfihigen Eisenkomplexe 
vollig unbeeinfluBt 14Bt, kann nicht als selbstverstiindlich betrachtet 
werden. 

Die Hamoglobin-Synthese von Hill und Holden‘ durch Rekom- 
bination von Globin mit Hamatin zu Methimoglobin, Reduktion zu 
Hamoglobin kann die Wertigkeit des Eisens nicht beweisen. 


1 Siehe dazu F. Miiller u. W. Biehler in Handb. d. Biochemie der 
Menschen und der Tiere. C. Oppenheimer, 2. Aufl. [1924], Bd. 1, 8. 439. 
F. Haurowitz, Erg. Werk. 1/1, 369 [1933]. W. Kiister, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 48, 370 [1910]. J.B. Conant u. L. F. Fieser, J. biol. Chemistry 
62, 595 [1925]. L. Pauling u. Corryell, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 22, 
159, 210 [1936]. Formulierungen siehe auch K. Theorell, Konstitution 
und Wirkung einiger Haminproteide. Zur Chemie, Physiologie und Patho- 
logie des EiweiBes. Vortragsreihe. Bern 1943. A. Stoll, Einfiihrung in 
die Chemie der Hamine. Experientia 4, 6 [1948]. 

2 J.B. Conant u. A.M. Pappenheimer, J. biol. Chemistry 98, 57 
[1932]. 

3 Anm. 1, vgl. auch F. Haurowitz, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1046 
[1933]. 

4 R. Hill u. H. F. Holden, Biochem. J. 20, 1326 [1926]. 
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Haurowitz®, der ebenfalls magnetische Messungen ausfiihrte, 
auBert sich zu dem Problem: ,,Die Ergebnisse der magnetischen Mes- 
sungen werden so ausfiihrlich erértert, weil keine andere Methode iiber 
die Bindungsweise des Eisens derart Auskunft zu geben vermag“. 

Gegen die 2-Wertigkeit des Eisens im Hamoglobin besteht aber 
ein schwerwiegender Einwand. Schon lange ist bekannt, daB das aus 
Hamin mit Reduktionsmitteln und Basen (und ebenso aus den Himinen 
anderer Porphyrine) leicht erhaltliche Himochromogen® durch Sauren 
sehr leicht gespalten wird zu Ferrosalz und Porphyrin und die von 
Fischer, Treibs und Zeile’ durch Einfiihrung von Ferrosalz in Por- 
phyrine erhaltenen 2-wertigen Eisenkomplexe, Hime, sind durch starke 
Sauren sehr leicht wieder spaltbar. Im Gegensatz dazu war es bisher 
nicht méglich, durch direkte Spaltung des Haimoglobins mit Siuren 
Porphyrin in nennenswerter Menge zu erhalten, wenn man von der 
Spaltung mit konz. Schwefelsiure absieht, die auch die 3-wertigen 
Eisenkomplexe zerlegt und im Fall des Himoglobins zu Himatopor- 
phyrin fiihrt. Die Bindung des Globins an die prosthetische Gruppe 
wird durch Sauren sehr leicht gelést; wenn die 2-Wertigkeit des Eisens 
zu Recht besteht, muB also die Spaltung glatt gelingen, wihrend die 
zahlreichen in der Literatur beschriebenen diesbeziiglichen Versuche 
Porphyrin allenfalls in minimalen Mengen ergeben hatten. Sie kénnen 
daher fiir das Problem der Wertigkeit des Eisens nicht als Stiitze heran- 
gezogen werden und sind im Gegenteil als Argument fiir die 3-Wertig- 
keit zu deuten. 

Ein einwandfreier chemischer Beweis fiir die 2-Wertigkeit des 
Eisens im Hamoglobin fehlt bisher, und es ist auch durchaus unbefrie- 
digend, eine so wichtige Frage nur durch die magnetischen Messungen 
gestiitzt zu sehen; sollte es jedoch gelingen, Haimoglobin in glatter 
Reaktion mit Sauren zu Protoporphyrin zu spalten, so wiire ein ein- 
wandfreier Beweis erbracht. 

Protohim ist besonders oxydationsempfindlich, wahrend seine 
Molekiilverbindungen, die Hamochromogene gegen Sauerstoff* mehr 
oder weniger stabilisiert sind. Ein Himochromogen entsteht auch beim 
Versetzen von Blut mit Pyridin, ist jedoch mit Siaiuren nicht spaltbar. 
Da auch sehr verdiinnte Haiminlésungen in Pyridin Himochromogen- 
spektrum zeigen®, war sogar damit zu rechnen, da das charakteristische 


5 F, Haurowitz, Fortschritte der Biochemie 1938—1947, S. Karger 
Verlag, Basel-New York [1948], 8S. 160. 

6 Hoppe-Seyler, diese Z. 2, 154 [1878]; Dilling, Atlas der Kristall- 
formen und Absorptionsbanden der Haémochromogene [1910]; R. v. Zey- 
neck, diese Z. 70, 228 [1910]; F. Pregl, diese Z. 44, 173 [1905]. 

7 H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, diese Z. 195, 1 [1931]. 

8 A. Treibs, Angew. Chem. 49, 682 [1936]; H. Fischer u. H. Orth, 
Die Chemie des Pyrrols 2/1, 628 [1937]. 

® H. Fischer u. K. Schneller, diese Z. 128, 230 [1923]; A. Treibs, 
diese Z. 168, 68 [1927]. 
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Hamochromogenspektrum auch mit 3-wertigen Eisenkomplexen zu- 
stande kommen kénnte. 

Es gibt zahlreiche Bildungsweisen’° des Protoporphyrins aus Himo- 
globin und Hamin; bei der praiparativen Gewinnung"™ ist es niemals 
gelungen, eine Ausbeute von mehr als 50% zu erzielen. 

Bei den direkten Spaltversuchen von Himoglobin, die hauptsich- 
lich von Schumm und Mitarbeitern veréffentlicht worden sind, waren 
die erhaltenen Ausbeuten offenbar sehr klein und das Porphyrin war 
schlecht definiert, denn es wurden immer wieder andere spektroskopische 
Daten gemessen?*. 

Allen priiparativen Verfahren ist die Verwendung von Reduktions- 
mitteln und Séuren gemeinsam, wodurch die Notwendigkeit der Bildung 
2-wertigen Komplexes als Vorbedingung erhirtet wird. In saurer Lésung 
gelang eine glatte und rasche Reduktion und Spaltung nur mit Ameisen- 
siure als Spaltsiiure. Starke Stiuren sind offenbar ungiinstig fiir die 
Reduktion, die am leichtesten in alkalischer Lésung gelingt. Zur Spal- 
tung ist dann starke Siure, vor allem Salzsiiure, geeignet, die den 3-wer- 
tigen Komplex nicht angreift. 

Auf Grund der friitheren Erfahrungen bei der Herstellung der Hime, 
wobei alle Oxydationsmittel und Luftsauerstoff von den Lésungen der 
2-wertigen Eisenkomplexe ausgeschlossen werden miissen, sollte es 
gelingen, bei entsprechender Versuchsanordnung auch Himoglobin mit 
Siiuren glatt zu spalten und die Gewinnung des Protoporphyrins aus 
Hiimin wesentlich zu verbessern. 

Zunichst wurde die Spaltung des Hiimins in Angriff genommen. 
Dabei wurde vor allem angestrebt, das zuniichst zu erzeugende Hamo- 
chromogen in méglichst konzentrierter Lésung zu handhaben, um mit 
einem Minimum an Lésungsmitteln und Reagenzien mit schwer kon- 
trollierbarem Gehalt an oxydierend wirkenden Stoffen und vor allem 
geléstem Sauerstoff auszukommen. AuBerdem wurde jede unndtige 
Manipulation vermieden. Als besonders geeignetes Loésungsmittel fiir 
Haimin wurde Ammoniak in waiBrigem Methanol gefunden, Hamo- 
chromogen entsteht dann leicht mit wenig Hydrazin. Auf diese Weise 
erhilt man das spaltbare Himochromogen mit Hilfe von sehr wenig 
Basen und bendtigt auch nur wenig Salzsiiure zur Spaltung. Die Re- 
duktion mit Hydrazin erfolgt sehr rasch und sollte nicht unnétig lange 
ausgedehnt werden. Denn wie Fischer und Gibian" zeigten, reduziert 
Hydrazin die Vinylgruppen von Porphyrinen und Chlorophyllderivaten 
ganz allgemein bereits bei lingerer Einwirkung in der Kalte und ziem- 
lich rasch in der Hitze zu Athylgruppen. 


10 H. Fischer u. H. Orth, 1. c.8, S. 390. 

11H. Fischer u. B. Pitzer (Joseph), diese Z. 154, 39 [1926]; A. Papen- 
dieck u. Bonath, diese Z. 150, 60 [1925]; H. Fischer u. H. Eckoldt, 
Liebigs Ann. Chem. 544, 161 [1940]; H. Fischer u. K.O. Deilmann, 
diese Z. 280, 204 [1944]. 

12 P. List, diese Z. 188, 164 [1924]. 

18 H. Fischer u. H. Gibian, Liebigs Ann. Chem. 548, 183 [1941]. 
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Als weiterer Vorteil ergibt sich dann bei Verwendung einer Mischung 
von konz. Salzsiure und Methanol zur Spaltung, daB das Porphyrin in 
wasserhaltigem Methanol anfillt, das das Chlorhydrat unter Veresterung 
sehr leicht lést, wihrend noch vorhandenes Himin und Zersetzungs- 
produkte darin schwer léslich sind. Man gewinnt daher sofort bereits 
ziemlich reine Lésungen. Wegen der Empfindlichkeit des Himins und 
Protoporphyrins wird unndétiges Erhitzen der Lésungen vermieden. 


Darstellung von Protoporphyrin aus Hiimin 


15 g Hamin werden, um ein Zusammenklumpen zu verhiiten, in kleinen 
Anteilen unter gutem Riihren in eine Mischung von 7 cem konz. Ammoniak, 
50cem Wasser und 35ccm Methanol eingetragen. Nachdem alles gelést 
ist, wird in dem zur Reaktion verwendeten Erlenmeyer-Kolben die Luft 
durch Stickstoff ersetzt. Man gibt dann rasch unter lebhaftem Einleiten 
von Stickstoff 4ceem Hydrazinhydrat in 170cem Methanol hinzu. Der 
entstandene Hiamochromogenbrei wird unter sorgfaltigem AusschluB der 
Luft mehrere Male umgeschiittelt. Nach 5 Min. wird in einem Gu8 eine 
Mischung von 50 cem konz. Salzséure mit 50 cem Methanol, durch die zuvor 
ein Stickstoffstrom geleitet worden war, eingetragen. Die Luft darf dann 
Zutritt haben. 

Die Porphyrinlésung wird kurz auf dem Wasserbad erwiirmt und nach 
mehrstiindigem Stehenlassen etwas Eisenkomplex abgesaugt, der jetzt 
groBenteils aus Himinester besteht und wieder zur Spaltung verwendet 
werden kann. Der Protoporphyrinester wird mit konz. Natriumacetatlésung 
ausgefallt und nach Waschen mit Methanol in 200ccm Methanol, dem 
10cem konz. Salzsiiure zugesetzt sind, eingetragen. Man kann auch statt 
dessen etwas Chlorwasserstoff bis zum Lésen des Porphyrins einleiten. 
Nach Stehenlassen iiber Nacht ist die Veresterung praktisch vollstandig; 
zur Entfernung von Spuren Eisenkomplex wird filtriert und der Ester durch 
tropfenweises Versetzen der angewaérmten Lésung mit Pyridin zur Kristal- 
lisation gebracht, Schmp. 224°. Der bereits recht reine Ester kann durch 
weiteres Umkristallisieren aus Chloroform-Methanol vollkommen rein und 
besser kristallisiert erhalten werden. Ausb. 9,5—11,6 g (das sind bis zu 86% 
d. Th.). Die kleinen Mengen nicht gespaltenen Eisenkomplexes werden am 
besten mit Hilfe von wenig Pyridin-Methanol gelést und mit Hydrazin 
unter Stickstoff in Haimochromogen iibergefiihrt und mit entsprechender 
Menge Salzséiure in Methanol gespalten. 

Die Verseifung des Protoporphyrin-dimethylesters kann auf tibliche 
Weise durch Erwiarmen der konzentrierten Pyridin-Lésung mit methano- 
lischer Lauge erfolgen. Sehr bequem ist auch die saure Verseifung. Man 
tragt 2g Ester unter Riihren in eine Mischung von 30 ccm konz. Salzsiure 
und 20 cem Ather ein, wobei man acht gibt, da sich keine Klumpen bilden. 
In kurzer Zeit ist alles gelést und die Verseifung beendet. Durch Versetzen 
mit Wasser fallt ein Teil des Porphyrins als Hydrochlorid aus, mit Natrium- 
acetat erzielt man vollstiindige Fillung des freien Porphyrins. 

Die Haiminspaltung ist auf diese Weise wesentlich verbessert und 
vereinfacht worden. Prinzipiell muBte sich die Spaltung auch auf den 
Blutfarbstoff selbst iibertragen lassen. 

In einer Reihe von Versuchen wurde defibriniertes, frisches Blut, 
das in guter Beriihrung mit Luft allen Blutfarbstoff in Form von Oxy- 
hamoglobin enthalt, mit Reduktionsmitteln und dann mit Sauren be- 
handelt. Das im folgenden beschriebene Verhalten war nicht immer 


t 
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genau reproduzierbar, doch waren die Ergebnisse qualitativ immer 
gleich. 

1. Unbehandeltes Blut, verdiinnt oder unverdiinnt, zeigt beim Ein- 
tragen in konz. reine Salzsiure keine Zeichen von Porphyrin-Spaltung. 

2. Tropfenweiser Zusatz von Hydrazinhydrat zu sehr verdiinntem 
Blut fiihrt erst mit sehr viel Hydrazin zur Bildung des Hamochromogen- 
Spektrums; mit etwas Natronlauge alkalisierte Blutlésung bendtigt dagegen 
nur wenig Hydrazin. In beiden Fallen entsteht jedoch beim EingieBen in 
konz. Salzséure oder salzsiurehaltiges Methanol Protoporphyrin nur in 


Spuren. 
3. Unverdiinntes oder wenig verdiinntes Blut gibt nach Hydrazin- 


behandlung wesentlich gr6éBere Mengen Porphyrin. 

4, LaBt man das Hydrazin lingere Zeit einwirken, mindestens 1% Stde., 
so ist die Porphyrin-Menge bei der Spaltung deutlich vermehrt, was be- 
sonders bei der verdiinnten Lésung auffallt. 

5. In Gegenwart von wenig Pyridin geben Blutlésungen mit sehr wenig 
Hydrazin schon Hamochromogen, die Spaltung mit Salzsiure ergibt jedoch 
ebenfalls nur wenig Porphyrin. . 

6. Natriumhydrosulfit als Reduktionsmittel ergibt kein Hamochro- 
mogen, die Spaltung der so behandelten Lésungen mit Salzsiure fihrt zu 
etwas Protoporphyrin, und zwar wie beim Hydrazin bei Verwendung groBer 
Verdiinnungen nur in sehr geringer Menge, mit konzentrierter Lésung in 
relativ gréBerer Menge. 

7. Zusatz von Basen, wie Pyridin, Imidazol, zu den mit Hydrosulfit 
reduzierten Lésungen ergibt Himochromogen, das sich bei der Spaltung 
gleich verhalt. 

8. Mit Schwefelammonium und Natriumhydrogensulfid la8t sich in 
gleicher Weise Spaltung erzielen. 

9. Blut, bis zum Erscheinen des Hamochromogenspektrums mit Pyridin 
versetzt, ergibt mit Salzsiiure keine Spaltung. 

Bei all diesen Spaltversuchen wurde konz. Salzsiiure in etwa gleicher 
Menge wie die zu untersuchende Lésung verwendet, die Luft war. nicht 
ausgeschlossen, die Durchmischung erfolgte méglichst rasch. Bei star- 
kerer Spaltung erkennt man dies schon an der roten Farbe der salzsauren 
Lésung und am sauren Porphyrin-Spektrum, das sich neben dem des 
Hiamins bzw. Hamatins schon bei Vorliegen ziemlich kleiner Menge mit 
dem einfachen Prismenspektroskop erkennen ]48t. Beim Verdiinnen mit 
Wasser fallen EiweiBkérper und Eisenkomplexe aus, nach Absitzen und 
erforderlichenfalls Filtration erkennt man die Porphyrinfarbe und das 
jetzt reine saure Porphyrinspektrum leicht. 

Bei geniigend langer Schicht, etwa durch die Lange eines Reagens- 
glases betrachtet, lassen sich, wie schon friiher festgestellt, Porphyrine 
selbst in Mengen von wenigen y sicher erkennen. Durch genaue Messung 
und Vergleich wurde das in Ather aufgenommene Porphyrin in allen 
Fallen als Protoporphyrin erkannt, das leicht unterscheidbare Hamato- 
porphyrin entsteht unter diesen Bedingungen nicht. 

Eine weitere Versuchsreihe wurde mit Himin ausgefiihrt, das in 
sehr verdiinnter Natronlauge gelést war. 

1. Bei sehr geringer und bei hoher Farbstoffkonzentration erfolgt mit 
Salzsiure keine Spaltung. 
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2. Eine verdiinnte Lésung spaltet nach Zusatz von Hydrosulfit mit 
Salzsiure in erheblichem Umfang. 

3. Eine konzentrierte Lésung spaltet nach Reduktion mit Hydrosulfit 
mit konz. Salzsiure weitgehend. 

4, Tragt man die gleiche, mit Hydrosulfit versetzte Lésung, statt in 
reine Salzsiure in EisenIII-chlorid enthaltende Salzsiure ein, so erfolgt 
keine Spaltung. 

5. Die alkalische Lésung, mit ZinnII-chlorid behandelt, wird durch 
Salzsiure weitgehend gespalten. 

6. Die unbehandelte alkalische Lésung, in ZinnII-chlorid enthaltende 
Salzsiiure eingetragen, liefert nur eine Spur Porphyrin. 

7. Arsentrioxyd und Natriumhypophosphit bewirken in Salzsiure 
keine Spaltung. 

Die vergleichenden Spaltversuche von Oxyhimoglobin und Hamin 
stimmen im Prinzip tiberein. Nach Uberfiihren in den 2-wertigen Kom- 
plex mittels Reduktionsmitteln gelingt die Zerlegung mit Saéuren, jedoch 
ist diese vor allem in verdiinnter Farbstofflésung sehr unvollstindig, 
und zwar beim Hamoglobin wesentlich unvollstandiger als beim Hamin. 
In konzentrierten Lésungen ist die Spaltung beim Hamin sehr weit- 
gehend, beim Hiamoglobin wesentlich weitergehend als in groBer Ver- 
diinnung, doch nicht vollstindig. 

Die Versuche mit dem durch gleichzeitige Einwirkung von Reduk- 
tionsmitteln und Basen auf Himoglobin entstehenden Hamochromogen 
zeigen, wie dieses nach dem spektroskopischen Befund zwar quantitativ 
gebildet wird, die Spaltung jedoch nicht quantitativ verlauft. 

Die unvollkommene Spaltung ist also nicht auf unvollstandige 
Reduktion des 3-wertigen Komplexes zuriickzufiihren, sondern kann 
nur auf die Wirkung oxydierender Einfliisse zuriickgefiihrt werden, die 
trotz der vorhandenen Reduktionsmittel den 2-wertigen Komplex 
rascher oxydieren, als die Spaltung erfolgt. Diese Oxydation ist auf den 
im Oxyhamoglobin enthaltenden Sauerstoff und den in den Lésungen 
enthaltenen physikalisch gelésten Sauerstoff zuriickzufiihren, weil in 
allen Fallen Himin etwas giinstigere Spaltresultate ergibt, jedoch in 
keinem Fall eine quantitative Spaltung eintrat. In konzentrierten Lé- 
sungen ist daher die Spaltung immer vollstandiger els in verdiinnter. 

Oxydationsmittel in der Saure verhindern die Spaltung des 2-wer- 
tigen Komplexes vollstaindig und selbst die stirksten Reduktionsmittel 
vermégen den 3-wertigen Komplex in der starken Saéure kaum zu redu- 
zieren. 

Auf Grund der angefiihrten Ergebnisse gelang die einwandfreie 
Spaltung des Himoglobins, das ohne Zuhilfenahme von Reduk- 
tionsmitteln nur durch Dissoziation des Oxyhaimoglobins hergestellt 
war. 


Porphyrin-Spaltung des Himoglobins 


Durch 5 cem frisches Blut, die sich wegen des starken Schiéiumens in 
einem Destillierkolben von 500 ccm befanden, wurde 114 Stdn. ein leb- 
hafter Wasserstoffstrom geleitet, der anschlieBend 25 ccm konz. Salzsiure 
durchperlte, die sich in einem dem Kolben aufgesetzten Tropftrichter be- 
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fanden. Die Hamoglobinbildung war bereits nach wenigen Minuten am 
Farbumschlag zu erkennen. Jetzt wurde die Saiure zum Blut einlaufen ge- 
lassen, es entstand eine klare Lésung von fast reiner, weinroter Porphyrin- 
farbe, die auch spektroskopisch nur mehr sehr wenig Eisenkomplex erkennen 
lieB, der am charakteristischen Absorptionsband im Rot neben dem Porphyrin 
leicht festgestellt werden kann. Das Porphyrin wurde isoliert und auch 
spektroskopisch mit Protoporphyrin identifiziert. Die Spaltung war 
also fast quantitativ gelungen. 


Porphyrin-Spaltung des Kohlenoxydhamoglobins 

Noch leichter durchfiihrbar mute die Spaltung des Kohlenoxyd- 
haimoglobins sein, da der Sauerstoff ja durch Kohlenoxyd sehr leicht aus- 
getrieben und ersetzt wird. Der Versuch wurde ebenso durchgefiihrt wie 
beim Himoglobin, wobei dem Wasserstoff etwas Kohlenoxyd beigemengt 
wurde. Nach %4-stdg. Gasdurchleiten wurde die ebenfalls vom Gas durch- 
strémte Salzsiure zum Kohlenoxydhaémoglobin gegeben. Das Spaltergebnis 
stimmte vollstindig mit dem des Hamoglobins tiberein. 

Auch mit Kohlendioxyd, das bekanntlich Kohlendioxyd-Haimo- 
globin bildet, fiel der Spaltversuch positiv aus. 

Mittels Kaliumferricyanids hergestelltes Methimoglobinblut lieB er- 
wartungsgeméB keine Spaltung erkennen, wohl aber gelang die Spaltung 
nach Reduktion mit Hydrosulfit. 

Durch diese Versuche wird eindeutig bewiesen, daB im 
Himoglobin und Kohlenoxydhimoglobin 2-wertiges Kom- 
plexeisen vorliegt, und durch Beseitigung aller Widerspriiche ist 
gezeigt, daB die bisher aufgestellten Formulierungen! fiir Hamoglobin 
zu Recht bestehen. Die friiheren MiBerfolge sind hauptsichlich auf die 
ungeniigende Beseitigung des Luftsauerstoffs und gebundenen Sauer- 
stoffs zuriickzufiihren. Das abgespaltene Eisen liBt sich mit Kalium- 
ferricyanid als 2-wertig erkennen. 

Fiir die Nichtspaltbarkeit des Oxyhimoglobins ist der gebundene 
Sauerstoff maBgebend, der den vierfachen Betrag des zur Oxydation 
Fell > Fell erforderlichen ausmacht, da ja auf 1 Eisenatom 1 O, 
kommt. Zudem ist der Sauerstoff am Eisen gebunden und kann so beim 
Zerstéren der Bindung Globin-Hiim die Oxydation sofort ausfiihren. 
Die Unspaltbarkeit des durch Versetzen nur mit Pyridin aus Oxyhamo- 
globin entstandenen Himochromogens beweist, daB die Oxydation des 
Ferrokomplexes durch den noch vorhandenen Sauerstoff viel schneller 
verliuft als die Porphyrin-Bildung. 

Bei den Versuchen mit Blut muBte im Vergleich mit den Spaltungen 
des Him relativ viel Salzsiiure Verwendung finden. Ein Versuch, 100 cem 
mit Wasserstoff behandeltes Blut mit nur 10 ccm Salzsiure zu spalten, 
ergab nur maBige Porphyrinbildung. Wahrscheinlich war es nicht ge- 
lungen, den Sauerstoff geniigend zu beseitigen, und zudem wirkt die 
groBe Menge von vorhandenem Eiweib, etwa 20 g, durch Pufferwirkung 
der Siurewirkung entgegen. 

Nun blieb noch zu priifen, ob man fiir priparative Zwecke von 
dieser Protoporphyrinbildung durch direkte Hamoglobinspaltung Ge- 
brauch machen kann. Das quantitative Austreiben des Sauerstoffs mit 
einem indifferenten Gasstrom ist in gréBerem Mafstab schwierig, vor 
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allem auch wegen des starken Schiumens des Blutes; die Ausbildung des 
Hamoglobinspektrums bietet dafiir noch keine Gewihr. Durch Ver- 
wendung von Hydrazin und Hydrosulfit konnten zwar weitgehende Spal- 
tungen erzielt werden, als sicherer erwies sich jedoch die bekannte Sauer- 
stoffzehrung des Blutes beim Aufbewahren, die Schumm bereits auszu- 
nutzen versucht hatte. 

In einigen Tagen geht Oxyhimoglobin quantitativ in Himoglobin 
iiber, wenn man die Luft ausschlieBt, offenbar unterstiitzt durch be- 
ginnende Fiiulnisprozesse. Schiittelt man solches Blut mit Luft, so 
schligt die dunkelrote Farbe wieder in die hellrote des Oxyhimo- 
globins um. 

Zur Spaltung wurden Proben von 25 ccm Blut in vollstiandig gefiillten 
verstépselten Kélbchen aufbewahrt, nach 2 Tagen wurde rasch in je 25 ccm 
konz. Salzsiiture eingeriihrt. Man erhalt klare Lésungen, wie Farbe und 
Spektrum erkennen lassen ist die Spaltung annahernd vollstindig. Eine 
Probe wurde sofort aufgearbeitet. Durch Versetzen mit Wasser wurde Ei- 
weiB ausgefallt, das viel Porphyrin einschloB, Natriumacetat vervollstindigte 
die Fallung. Der schwer filtrierbare Niederschlag lie8 sich tiber Talkum ab- 
saugen. Durch mehrfaches Ausziehen mit Salzsiiure enthaltendem Methanol 
wurde das Porphyrin dann weitgehend eluiert. Der zweimal kristallisierte 
reine Porphyrinester wurde in einer Menge von 0,115 g isoliert. Eine zweite 
Spaltprobe wurde nach 24-stdg. Aufbewahren aufgearbeitet. Das Eiwei’ 
fallt dadurch leichter filtrierbar an. Ausb.: 0,080 g Ester. 

Diese Ausbeuten entsprechen 4,6 und 3,2 g Protoporphyrin-dimethyl- 
ester je Liter Blut. Die Ausbeuten an Himin aus Blut sind erfahrungsgemaB 
durchschnittliche 3,5—4,5 g je Liter, werden also bei der direkten Porphyrin- 
spaltung erreicht. Das aus dem Komplex freigelegte Porphyrin wird aller- 
dings durch das Eiwei®B ganz auBerordentlich festgehalten und ist nur sehr 
schwer extrahierbar. Das ist verstiindlich, da Porphyrine, wie schon Will- 
statter gefunden hatte, sehr gut auf Seide aufziehen. Diese Farbungen 
kann man sogar aus stark salzsaurem Bad vornehmen. Die Verarbeitung 
gréBerer Blutmengen bereitet aus diesem Grunde Schwierigkeiten und der 
Umweg iiber Hiimin ist daher priparativ vorzuziehen. Aus 2 1 Blut konnten 
mit zweimaliger Extraktion des ausgefallenen Eiwei8 nur 2,5 g Protopor- 
phyrinester gewonnen werden, trotz gut verlaufener Spaltung. Die voll- 
stiindige Extraktion wiirde sehr viel Lésungsmittel und einen unverhiltnis- 
maBigen Arbeitsaufwand erfordern. Auch die teilweise Hydrolyse des Ei- 
weiB8 durch 24-stdg. Erwarmen der salzsauren Spaltlésung auf 55° ergab 
keine verbesserte Isolierung. 


Die beschriebene Methode zum Beweis der Wertigkeit des Eisens 
in Porphyrinkomplexen ist allgemein anwendbar und kann vielleicht 
in Anbetracht der weiten Verbreitung dieser Komplexe als prosthetische 
Gruppe in Enzymen noch gute Dienste leisten. 

Eine Entscheidung der Wertigkeit des Eisens nur auf Grund 
spektroskopischer Beobachtungen ist wegen der groBen Ahnlichkeit 
Spektren von Fe". und Fe!!.Komplexen vielfach nicht méglich und 
unzulissig; die Absorptionsspektren sollten nur in Verbindung mit 
chemischen Befunden gewertet werden. Man kann zeigen, wie durchaus 
verschiedene Komplexe trotzdem in der Absorption groBe Ahnlichkeit 
aufweisen kénnen, und im folgenden sollen noch GesetzmaBigkeiten im 
Bau der Absorptionsspektren von Komplexen aufgezeigt werden. 
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Nach Theorell! ist Meerettichperoxydase, ein Himinproteid mit 
3-wertigem Eisen, in Farbe und Spektralbanden dem Hiamoglobin so 
iihnlich, daB man sie mit Hilfe des Spektroskops kaum unterscheiden 
kann. Demnach kénnen 2- und 3-wertige Komplexe auch in ihren 
Molekiilverbindungen weitgehende Ubereinstimmung zeigen. 

Farbe und Absorptionsspektren der Eisenkomplexe von Porphyrinen 
weisen gegeniiber denen der meisten iibrigen Metallkomplexe groBe 
Abweichungen auf. Deren Lésungen sind zum gréBten Teil lebhaft hell- 
bis dunkelrot gefairbt und zeigen im sichtbaren Teil des Spektrums zwei 
Absorptionsbanden'*, deren Wellenlinge und Extinktion mit dem 
Metall differiert, aber mit nahezu konstantem Abstand der Banden- 
Maxima, von etwa 38 my. Es gibt noch einige andere Metallkomplexe 
von Porphyrinen, die keine rote Farbe besitzen, darauf soll demnachst 
an anderer Stelle eingegangen werden. 

Bisher ist wohl noch niemals darauf hingewiesen worden, daB bei 
den Molekiilverbindungen der Porphyrin-Eisenkomplexe — als solche 
kann man auch die Himinproteide ansehen — in Farbe und Spektrum 
eine starke Angleichung an die roten Porphyrinkomplexe erfolgt. In 
Tab. 1 sind einige Molekiilverbindungen von Eisenkomplexen auf- 
genommen, fiir die diese Angleichung an die roten Porphyrinkomplexe 
Geltung hat und zum Vergleich ist als Vertreter der roten Komplexe 
der Cu-Komplex aufgefiihrt. 








Tab. 1. 
Molekiilverbindungen von Eisenkomplexen mit 2-Bandenspektrum 
Banden- 
abstand 
my 
O,-Haémoglobin ....... 577,5 541,7 35,8 rot 
CO- Hamoglobin . . 570 542 28 rot 


Himochromogen KOH/Hyaraz. 557,2 520,8 36,4 braunrot 
Hiamochromogen —— 























drazin . . : 557,2 526,2 31,0 braunrot 
Imidazolhaimatin 15. ca aa 578 539.5 38,5 braunrot 
Cytochrom c reduz.. ..... 550,2 521 29,2 rot 
CN-Katalase!*. . : 584 557 27 rot 
Protoporphyrin-Cu- -Komplex .| 574,6 536,3 38,3 rot 


NO-Hiamoglobin absorbiert sehr ahnlich wie Oxyhimoglobin, die 
Banden sind unschirfer, genaue Messungen fehlen. 

Durchmustert man die angefiihrten Molekiilverbindungen, so fallt 
die weitgehende Angleichung von Farbe und Absorptionsspektrum an 
die der roten Komplexe auf und im Vergleich mit den spektroskopisch 


14 Vgl. auch A. Stern u. M. DeZeli¢, Z. physik. Chem., Abt. A, 180, 
131 [1937]. 

15 W. Langenbeck, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 842 [1932]. 

16K. Zeile u. H. Hellstrém, diese Z. 192, 178 [1930]. 
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abweichenden Eisenkomplexen Himin, Himatin, Him erkennt man 
die maximale Betitigung der Nebenvalenzen in diesen Verbindungen. 
Das Eisenatom ist in allen Fallen mit sechs Koordinationsstellen am 
Zustandekommen der Verbindung beteiligt. Besonders beachtenswert 
ist die nebensichliche Bedeutung der Wertigkeit des Eisens fiir den 
spektroskopischen Effekt; sowohl mit 2-wertigem wie auch 3-wertigem 
Komplexeisen kann durch Bildung von Molekiilverbindungen die rote 
Farbe und 2-Bandenspektrum zustandekommen. Im Imidazolhimatin 
und bei der CN-Katalase ist das Eisen 3-wertig, in allen anderen Fallen 
2-wertig. 

Die zwei Absorptionsbanden sind wesentlich schiirfer als bei den 
braunen Eisenkomplexen, erreichen aber meist nicht die roten Metall- 
komplexe. Nur die beiden langwelligsten Banden im Sichtbaren sind 
fiir den Vergleich herangezogen, fiir die stirkere Bande an der Grenze 
des Ultraviolett, die visuell nicht mehr erfaBbar ist, fehlen die Vergleichs- 
messungen. 

Das Spektrum des ebenfalls roten Himoglobins fillt deutlich aus 
dieser Reihe heraus, nach Pauling unterscheidet es sich im Aufbau 
vom Oxyhamoglobin. Eisen weist nicht die maximale Koordinations- 
zahl auf. 

Die Farbe und das charakteristische Absorptionsspektrum der 
Porphyrin-Metallkomplexe kommt ausschlieBlich dem  organischen 
Molekiil zu, durch das komplex gebundene Metallatom wird das Spek- 
trum einfacher. Aus dem 4-Bandenspektrum des sichtbaren Teils wird 
im Fall der roten Komplexe ein 2-Bandenspektrum, die braunrote Por- 
phyrinfarbe geht in das reinere Rot der Komplexe tiber. Die Wellen- 
langen der Banden und die Extinktionen, daher auch die Farbnuancen, 
sind je nach dem Metall ziemlich variabel, der Bau der Spektren ist 
jedoch untereinander véllig iibereinstimmend"™, die Schirfe der Banden 
ist ebenso ausgepragt wie bei den Porphyrinen. Im Gegensatz dazu sind 
die Absorptionsspektren der braunen Eisenkomplexe wenig scharf und 
markant und sehr variabel, je nach den Bedingungen. Dieses abweichende 
Verhalten des Himins, Hiims, Methimoglobins usw. beweist eine andets- 
artige, offenbar stairkere Beanspruchung der Nebenvalenzen des Por- 
phyrinmolekiils, und damit eine Veriinderung des chromophoren Systems. 
Durch maximale Betitigung der Nebenvalenz des Komplexeisens kann 
dann sowohl beim 2-wertigen, wie auch beim 3-wertigen Fe der normale 
Zustand des Chromophors wie in den roten Metallkomplexen hergestellt 
werden. Die roten Metallkomplexe zeigen auch weniger Neigung, soweit 
bisher bekannt, andere Molekiile zu Koordinationsverbindungen an- 
zulagern. 

Fir die Vielfalt der Spektralerscheinungen der braunen Eisen- 
komplexe, die bei den roten Metallkomplexen keine Parallele aufweist, 
sind zum Teil wohl auch Assoziationseffekte verantwortlich. Zeile 


17 K. Zeile u. F. Reuter, 263, 147 [1940]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 286 
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und Reuter?’ fanden fiir Himatin und Mesohimatin hohe Teilchen- 


gewichte von etwa 50000, Fischer und Hahn’** hatten indessen fiir — 


Hamin in siedendem Pyridin die einfache MolekiilgréBe festgestellt. 
Bei Darbietung der geeigneten Liganden entstehen also ziemlich 
allgemein aus den braunen die braunroten bis roten Molekiilverbin- 
dungen der Porphyrin-Fe-Komplexe mit 2-Bandenspektrum; soweit 
es die Anderung des Porphyrinsystems durch diesen Vorgang betrifft, 
lassen sich Formeln mit mehr als rein spekulativem Charakter noch 
nicht aufstellen. Man darf annehmen, Metalle mit der Koordinations- 
zah] 6 vermégen auBer den 4 Bindungen zu den N-Atomen zwei weitere 
Bindungen mit dem Porphyrin-Molekiil zu betatigen, wodurch das 
chromophore System eine starke Verainderung erfihrt, die speziell bei 
den Eisenkomplexen durch Bildung von Molekiilverbindungen auf- 
gehoben wird. Das folgende Schema soll diesen Vorgang andeuten. 


Base 
N. N N. 4 yw 
on Fro \ Fe” ¥? 
Fe —> ‘Fe 
Nn \n N’ | \n 
Base 
Zusammenfassung 


Ein einwandfreier chemischer Beweis fiir die 2-Wertigkeit des Eisens 
im Hamoglobin und Oxyhaémoglobin fehlte bisher. Die Eisenabspaltung 
mit Siuren, die bei Porphyrin-Komplexen mit 2-wertigem Eisen all- 
gemein erfolgt, war mit Hamoglobin und Oxyhimoglobin nur im geringen 
Umfang gelungen. Nach vollstindigem Abdissoziieren des Sauerstoffs 
aus Oxyhimoglobin und quantitativem Austreiben aus dem Blut 
konnte nun Hamoglobin mit Salzsiure quantitativ zu Protoporphyrin 
gespalten werden, wodurch die 2-Wertigkeit bewiesen ist und alle Wider- 
spriiche verschwinden. Fiir die bisher unbefriedigende Darstellung des 
Protoporphyrins aus Hémin wurde eine einfache Methode ausgearbeitet, 
die ausgezeichnete Ausbeuten ergibt. 

Die Porphyrin-Eisenkomplexe besitzen olivgriin-braune Farbe mit 
wenig charakteristischem Spektrum. Es ergibt sich die allgemeine Gesetz- 
maBigkeit, daB sie durch maximale Betiitigung der Nebenvalenzen 
Molekiilverbindungen roter bis rotbrauner Farbe geben, die dem Spek- 
traltyp der Mehrzah] der Porphyrinkomplexe mit roter Farbe ent- 
sprechen. 


18 H. Fischer u. A. Hahn, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 2308 [1913]. 
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Nachweis und Bestimmung der p-Oxyphenylbrenztraubensaure 
und des freien Phenols im Harn 


Von 
G. Leonhardi, I. v. Glasenapp und K., Felix 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. Main 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Miirz 1950) 


p-Oxyphenylbrenztraubensaure 


Die p-Oxyphenylbrenztraubensiure (f-Opbs) entsteht als Zwischen- 
produkt beim intermediaren Abbau von d-Tyrosin!, wihrend die natiir- 
liche /-Form auf eine andere, bisher noch nicht vdéllig geklarte Weise 
abgebaut wird. Die £-Opbs wird aber auch unter bestimmten patholo- 
gischen Bedingungen ausgeschieden, bei denen offenbar der normale 
Tyrosinabbau gestért ist?. Die £-Opbs ist demnach kein regulares Pro- 
dukt des intermediiren Stoffwechsels, sie ist jedoch offensichtlich dem 
K6rper auch nicht fremd. Da sie nur in der Leber abgebaut wird’, schien 
sie als Testsubstanz zur Priifung der Leberfunktion geeignet und hat 
sich bereits in vielen Fallen klinisch bewahrt* ® °. 


Fiir den Nachweis der #-Opbs standen bisher nur zwei Gruppen- 
reaktionen zur Verfiigung: die Millonsche Probe als Reagens auf die 
Oxyphenylgruppe und die Kupplung mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin 
zur Charakterisierung der Ketogruppe” ®*. Wenn die Reaktionen 
im Harn durchgefiihrt werden, ist es sicher, daB mit beiden Methoden 
auch zahlreiche andere Substanzen, die die gleichen Gruppen tragen, 
miterfaBt werden. Versuche, die Hydrazonmethode durch Abtren- 
nung der Ketocarbonsiiuren von den Nicht-Ketocarbonsiuren oder 
chromatographisch zu verfeinern, fiihrten jedoch zu keinen befriedigen- 
den Ergebnissen” °. 

Wir schlugen deshalb einen anderen Weg ein, die #-Opbs zu _ be- 
stimmen, indem wir versuchten, diese Siure mit einer Diazoverbindung 
zu kuppeln. Aus einer Reihe von Diazoniumsalzen erwies sich 4-Chlor-2- 
nitro-anilin, das in Form seines Chlorzink-Doppelsalzes unter der Be- 
zeichnung Echtrotsalz 3GL in diazotierter und stabilisierter Form im 
Handel ist, als am besten geeignet. Mit dieser Verbindung gibt p-Opbs bei 
fu 3—6 einen definierten roten Diazofarbstoff. Dieser wird aus athe- 


1 K. Felix, Angew. Chem. A/59, 71 [1947]. 

2 G. Medes, Biochem. J. 26, 917 [1932]. 

3K, Felix u. K. Zorn, diese Z. 268, 257 [1941]. 

4K. Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 173 [1941] 

5 K. Felix, diese Z. 281, 36 [1944]. 

6 K. Felix, Schweiz. med. Wschr. 78, 1165 [1948]. 

7 R. Emmrich, Z. exp. Med. 110, 667 [1942]. 

8 H. D. Cremer u. H. Berger, Klin. Wschr. 24/25, 222 [1947). 

9 Vgl.u.a.H. A. Painter u. 8. 8S. Zilva, Biochem. J. 41, 511 [1947]. 
o* 
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rischer Lésung an der Aluminiumoxydsiule in einer scharf begrenzten 
roten Zone adsorbiert. Durch Kupplung mit Echtrotsalz 3GL und 
nachfolgender Chromatographie konnte die ~-Opbs aus dem Harn von 
anderen Substanzen, die ebenfalls mit dieser Diazoverbindung Farb- 
stoffe bilden, abgetrennt werden (s. Versuchsteil). 

Mit der neuen Reaktion wird die Leberfunktionsprobe mittels 
p-Opbs folgendermaBen ausgefiihrt: Der Patient erhailt morgens 2 g 
f-Opbs verabreicht. Im Laufe von zweimal 24 Stdn. 
wird der ausgeschiedene Harn gesammelt und ent- 
weder die einzelnen Portionen oder die .24 Stdn.- 
Menge analysiert. Dabei ist der Harn unter Einleiten 
von Stickstoff kiihl aufzubewahren, um eine Zer- 
stérung der #-Opbs durch Luftsauerstoff zu ver- 
meiden. Im einzelnen gingen wir bei der quantita- 
tiven Bestimmung der #-Opbs im Harn so vor: 


1. Bildung des roten p-Opbs-Farbstoffes. Je 
nach der Konzentration der p-Opbs werden 1—10 ccm 
des zu'untersuchenden Harns (py 4—5) mit doppelt destil- 
liertem Wasser auf 20 ccm verdiinnt. Die Lésung wird 
auf 0° abgekiihlt, darauf wird eine eisgekiihlte, waBrige 

- Lésung von Echtrotsalz 3GL bis zur positiven Tiipfel- 

titration gegen H-Saiure* zugegeben und .1%4 Stde. in der 
Kalte stehengelassen. Nach nochmaliger Priifung auf 
itiberschiissige Diazoverbindung wird die Lésung _min- 
destens zweimal mit 20—30 ccm eisgekiihltem Ather 
ausgeschiittelt. Die atherische Lésung wird mit Natrium- 
sulfat getrocknet und sofort chromatographiert. 

2. Chromatographische Abtrennung des p- 
Opbs-Farbstoffes. Zur Chromatographie wird ein 
zweiteiliges Glasrohr benutzt, dessen oberer und unterer 
Anteil durch einen Glasschliff verbunden sind und des- 
sen Volumen je nach der Konzentration des Farbstoffes 

. gewahlt werden mu8. Gewéhnlich verwendeten wir Ad- 
sorptionsréhren von 15 mm Durchmesser; zur chromato- 
graphischen Analyse gréBerer Mengen des p-Opbs-Farb- 
stoffes wurde eine Saule von 20'mm, bei kleineren 

7 Mengen eine solche von 10mm Durchmesser benutzt 

(Abb. 1). Das Glasrohr wird auf eine Saugflasche mon- 

Rea tiert und in dasselbe ein Wattebausch eingedriickt. 

Darauf wird Aluminiumoxyd unter scharfem Absaugen 
portionsweise bis etwa 5 cm unter den oberen Rand der 
Saule eingefiillt und festgestampft. Zur chromatographi- 
schen Analyse wird die Aluminiumoxydsiule mit Ather 
angefeuchtet, noch ehe das Lésungsmittel vollstandig 
durchgesaugt ist, die atherische Farbstofflésung auf- 
gegossen und darauf so lange mit Ather nachgewaschen, 
Abb. 1. bis die Zone 6a—c mit dem roten p-Opbs-Farbstoff voll- 





740 














* H-Saure [1-Amino-naphthol-(8)-disulfonsiure-(3.6)] ist eine auBerst 
empfindliche Kupplungskomponente, die als Indikator fiir tiberschiissiges 
Echtrotsalz 3GL dient. Man 148t auf Filterpapier einen Tropfen H-Siure 
in einen Tropfen der gekuppelten Lésung einfliefien, wobei sich bei An- 
wesenheit von iiberschiissigem Echtrotsalz die Beriihrungsstelle violett farbt. 
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standig unter dem Schliff sichtbar ist (Abb. 1). Nun wird der obere Anteil 
der Saéule abgenommen und die Zone 6a—c mit Chloroform auseinander- 
gewaschen. Dabei vertiefen sich zunichst die Farbténe auf der Siule, die 
dunkelrote p-Opbs-Zone bleibt im weiteren Verlauf der Chromatographie 
etwas auseinandergezogen an der Saéule haften, wahrend die gelbe Zone 5, 
sowie die Zonen 6b und c bei Anwendung von reinem Chloroform DAB 6 
durchlaufen (Abb. 6). Damit ist die rote Zone (6a) des p-Opbs-Farbstoffes auf 
der Saule vollstandig isoliert und la8t sich quantitativ herauspriparieren, 

3. Elution und Messung des Farbstoffes. Eluiert wird mit 
Essigester, dem pro ccm ein Tropfen Eisessig zugesetzt ist. Die Farblésung 
wird durch ein hartes Filter gegeben und das klare Filtrat mit Essigester 
auf 20ccem (oder ein Vielfaches davon) aufgefiillt. Die Extinktionswerte 
wurden im Pulfrich-Photometer mit Filter 8 47 in der 3 cm-Kiivette ge- 
messen und die Konzentration auf einer Eichkurve, die mit bekannten 
Mengen der p-Opbs fiir den Bereich von 0,1—1 mg aufgestelit wurde, ab- 
gelesen. Die Kurve zeigt einen gradlinigen Verlauf und geht durch den Null- 
punkt. Dem Extinktionskoeffizienten 1 entspricht eine Konzentration von 
0,7 mg p-Opbs. 0,7 ist demnach der Faktor, mit dem man die unter diesen 
Bedingungen abgelesenen Extinktionswerte unbekannter Farbstofflésungen 
zu multiplizieren hat, um die Menge der p-Opbs in dem abgemessenen Harn- 
volumen in mg zu erhalten. Dieser Wert ist noch auf die 24-Stdn.-Harn- 
menge umzurechnen. 

4, Reagenzien. 

a) Echtrotsalz 3GL. Davon werden etwa 3g in 100ccm doppelt 
destilliertem Wasser* gelést und filtriert. 

b) H-Séure [1-Amino-naphthol-(8)-disulfonséure-(3.6)]. 0,3 g der Saure 
werden in etwa 50 ccm doppelt destilliertem Wasser gelést. 

c) Peroxydfreier, wasserhaltiger Ather. 

d) Wasserfreies Natriumsulfat. 

e) Aluminiumoxyd, Merck (standardisiert nach Brockmann). 

f) Chloroform DAB 6. 

g) Essigester, dem unmittelbar vor der Elution ein Tropfen Eisessig 
pro cem zugesetzt wird. 


Der fiir die p-Opbs typische rote Farbring trat bei der Untersuchung 
zahlreicher Harnproben normaler und leberkranker Versuchspersonen 
bisher niemals auf. An dieser Stelle blieben auch keine anderen Farb- 
stoffe hingen. Die rote Zone des $-Opbs-Farbstoffes konnte nur nach 
Belastung mit p-Opbs beobachtet werden. Zusatzanalysen ergaben, daB 
die p-Opbs mit dieser Methode auch quantitativ wiedergefunden werden 
kann: 








7 aes. Zugesetzte Wiedergefundene 
Harnmenge p-Opbs p-Opbs 
ecem mg mg 
1 | 0,4 0,38 
] | 0,4 0,41 
1 0,5 0,5 
Fi 0,5 0,49 
5 0,6 0,58 
10 0,6 0,6 





* Fiir alle walrigen Lésungen ist stets doppelt destilliertes Wasser zu 
verwenden, da einfach destilliertes Wasser noch Cu-Ionen enthalten kann, 
die die Kupplung stéren. 
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Phenol! 


Phenol kuppelt unter den gleichen Bedingungen wie die p-Opbs 
mit Echtrotsalz 3GL, wobei sich ein orangegelber Azofarbstoff bildet. 
Dieser Farbstoff ist das 4-Oxy-4’-chlor-2’-nitro-azobenzol. 


Cl-<)-N:N-¢ -0H 


Beim Chromatographieren dieses Farbstoffes aus atherischer Lésung 
an der Aluminiumoxydsiule bildet sich je nach Konzentration eine 
orangerote bis gelbe, scharf begrenzte Zone aus. Wird der Farbstoff 
zusammen mit dem #-Opbs-Farbstoff chromatographiert, so haftet 
er am oberen Rand der roten #-Opbs-Zone. Beim Nachwaschen mit 
Chloroform bleiben beide Zonen unveriindert adsorbiert (Abb. 7) und 
lassen sich priparativ voneinander abtrennen. Die Phenolzone ]aBt 
sich ebenfalls mit Essigester, dem pro ccm ein Tropfen Eisessig zu- 
gesetzt wurde, eluieren. Das Eluat wird auf 40 ccm aufgefiillt und die 
Extinktionswerte in der 3-cm-Kiivette unter Vorschalten von Filter 
S 47 im Pulfrich-Photometer gemessen. Eine mit bekannten Phenol- 
mengen aufgestellte Eichkurve fiir den Bereich von 0,1—1 mg verlauft 
gradlinig und geht durch den Nullpunkt. Fiir die unter diesen Bedin- 
gungen abgelesenen Extinktionswerte ist der Analysenfaktor 1,25. 

Zum Harn zugesetztes Phenol konnte nach der oben angegebenen 
Methode zur Bestimmung der #-Opbs im Harn quantitativ wieder- 
gefunden werden: 











oe Zugesetzt Wiedergefunden 
arnmenge 
; Phenol p-Opbs Phenol p-Opbs 
ecm mg mg mg mg 
10 0,3 ~—- 0,296 | — 
10 0,7 — 0,714 
5 0,5 0,5 0,468 0,481 
5 0,3 0,3 0,312 0,298 





Bei der Untersuchung von frischen Harnen normaler Versuchs- 
personen konnte freies Phenol niemals nachgewiesen werden. Dieses 
trat nur unter bestimmten Bedingungen auf, woriiber an anderer Stelle 
berichtet werden wird. 

Wir versuchten ferner, die iibrigen Zonen aus dem Harn aufzu- 
kliren, indem wir zahlreiche Verbindungen. die als Harnbestandteile 
bekannt sind wie z. B. Brenztraubensiure Ascorbinsiure, Tryptophan 
u. a., unter den gleichen Bedingungen wie die #-Opbs mit Echtrotsalz 
3GL kuppelten. Es gelang jedoch in keinem Falle, definierte Azofarb- 
stoffe darzustellen; die iibrigen Kupplungskomponenten konnten somit 
noch nicht identifiziert werden. 
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Nachweis der p-Oxyphenylbrenztraubensiure 


Beschreibung der Versuche 


1. Kupplung der p-Opbs mit diazotiertem 4-Chlor-2-nitro- 
anilin (Echtrotsalz 3GL). Die p-Opbs wurde durch einmaliges Um- 
kristallisieren aus Wasser unter Zusatz von Tierkohle auf ein schmelzpunkt- 
reines Produkt (Schmp. 216—217°) gebracht. 500mg davon wurden in 
etwa 21 doppelt destilliertem Wasser kalt gelést (pq 4)*. Echtrotsalz 3GL 
wurde ebenfalls in kaltem, doppelt destilliertem Wasser gelést und filtriert. 
Von dem schwach gelblich gefarbten Filtrat wurde der p-Opbs-Lésung 
in der Kalte (0°) soviel zugesetzt, daB die Tiipfeltitration mit H-Saure 
(s. 0.) gerade positiv war. Dabei entstand sofort ein braunroter Diazofarb- 
stoff, der baid in dunkelroten Flocken ausfiel. Der Farbstoff wurde ab- 
zentrifugiert und die tiberstehende gelbe Fliissigkeit dekantiert; darauf 
in wenig Wasser suspendiert, im Biichnertrichter abgesaugt und bei einer 
Temperatur von 37° getrocknet. Er léste sich gut in Hisessig, Pyridin, 
Athanol, Methanol, Aceton, Ather, Chloroform, Benzol und konz. Schwefel- 
saure, und war unléslich im Wasser und Petrolither. Nach Zusatz von 
Natronlauge zu einer Farbstofflésung schlug die rote Farbe in blau- 
violett um. Der Farbstoff kristallisierte aus hei&em Alkoho] in roten, pris- 
matischen, an den Langsseiten etwas abgerundeten Plattchen mit teil- 
weise rosettenférmiger Anordnung, die bei 227—-229° schmolzen. Aus- 
beute 632mg. Auch nach mehrmaligem Umbkristallisieren aus Alkohol 
veranderte sich der Schmelzpunkt nicht. 

2. Versuche zur Aufklarung der Konstitution des Diazo- 
farbstoffes. 


a) Elementaranalyse: 


C,,4H,,0,N,Cl. Ber. C 52,57, H 3,15, N 13,15, Cl 11,07. 
Gef. C 52,23, H 3,60, N 13,96, Cl 12,44. 


b) Versuch zum Nachweis einer freien Ketogruppe. Eine Lésung von 
2.4-Dinitrophenylhydrazin in salzsaurem Alkohol (1lccm konz. Salzséiure 
auf 100 ccm alkoholische Lésung) wurde im Verhialtnis 1:1 zu einer kalt- 
gesattigten alkoholischen Diazofarbstofflésung gegeben und 1 Stde. am 
RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Abkiihlen schieden sich zuniachst gelbe 
Nadeln ab, deren Schmelzpunkt in Ubereinstimmung mit 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazin 198° betrug. Aus der Mutterlauge schieden sich nach 
langerem Stehenlassen auSerdem dunkelrote Kristalle ab, die den gleichen 
Schmelzpunkt wie der Diazofarbstoff hatten. Dieselben Ergebnisse wurden 
in Eisessiglésung erzielt. Ein Hydrazon konnte nicht isoliert werden. Dem- 
nach diirfte im Molekiil des Diazofarbstoffes keine freie Ketogruppe vor- 
handen sein. Mit reiner p-Opbs-Lésung konnte dagegen ein Hydrazon dar- 
gestellt werden (Schmp. 172—174°). 

c) Nachweis einer aliphatischen C = C-Doppelbindung. Die Baeyer- 
sche Probe war positiv. ‘Der Diazofarbstoff wurde in Alkohol gelést, einige 
Tropfen Sodalésung zugegeben und mit verdiinnter Permanganatlésung 
versetzt. Die violette Farbe der Permanganatlésung verschwand augen- 
blicklich. Dasselbe Ergebnis wurde mit einer essigsauren p-Opbs-Lésung 
erzielt. 

d) Untersuchung am Carboxyl. Eine Carbonsiure liegt nicht vor, da 
der Farbstoff nicht in Soda léslich ist. Nach den Ergebnissen der Elementar- 
analyse ist die Carboxylgruppe wahrscheinlich abgespalten worden. Freie 
Kohlensiure konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Vielleicht hat sie 
sich bei der Kupplung unmittelbar mit den in der Echtrotlésung enthaltenen 
freien Zinkionen verbunden. Oxalsiure war ebenfalls nicht nachweisbar. 


* In einem pq-Bereich von 3—6 ist die Kupplung vollstindig, in stirker 
saurem Milie u bleibt sie aus. Bei der Kupplung in, alkalischem Milieu, ebenso 
wie in der Wiarme entstehen Azoprodukte von uneinheitlichem Charakter. 
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e) Kupplung am Ring. Tyrosin, p-Oxyphenylmilchsaéure, p-Oxyphenyl- 
propionsdéure und p-Oxyphenylessigsiure wurden wie unter 1 beschrieben 
bei py 4 mit einer waBrigen Lésung von Echtrotsalz 3GL versetzt, ohne 
daB sich Farbstoffe bildeten. Danach ist eine Kupplung am Ring bei diesen 
Oxyphenylderivaten auszuschlieBen. Phenol] kuppelte dagegen unter Bildung 
eines orangegelben Azofarbstoffes (vgl. Abs. 8). Es verhalt sich anders als 
die oben erwéhnten Oxyphenylderivate, weil es in Parastellung zur Oxy- 
gruppe — die nach den Efrfahrungen der Diazochemie am reaktions- 
fahigsten sein soll — nicht substituiert ist. 

f) Titration molarer Lésungen. Um eine 0,001-m. Lésung des Chlor- 
zinkdoppelsalzes des 4-Chlor-2-nitro-anilins (Mol.-Gew. 288), das zu 34,23% 
im Echtrotsalz 3GL enthalten ist, herzustellen, wurden 841 mg Echtrot- 
salz 3GL in 1000 cem Wasser gelést. Mit dieser Lésung wurde eine 0,001-m. 
Lésung von p-Opbs (Mol.-Gew. 180) bis zur positiven Tiipfelreaktion mit 
H-Saure titriert: 








r Titriert 
o, |= Vorgelegt 1°/,, 4-Chlor-2-nitro-diazo- 
1°/99 p-Opbs-Lésung niumlésung 
10 ecem 10,5 ccm 
10 cem 10,1 cem 
10 ecem 10,2 cem 








Wie die Ergebnisse zeigen, reagieren bei der Kupplung ein Mol p-Opbs 
mit einem Mol diazotiertem 4-Chlor-2-nitro-anilin. Unter den angegebenen 
Bedingungen diirfte die Diazoverbindung nicht am Ring sondern an der 
Seitenkette der p-Opbs kuppeln, eine aliphatische C—C-Doppelbindung 
vorhanden und die Carboxylgruppe wahrscheinlich abgespalten sein. Bei 
anderer Gelegenheit!® haben wir deshalb folgende Formel zur Diskussion 
gestellt: 


HO-¢ »-.CH:CH-O-N:N-¢ >-Cl 
NO). 


3. Isolierung der im Harn ausgeschiedenen p-Opbs durch 
Kupplung mit Echtrotsalz 3GL. 5g p-Opbs wurden einem Pa- 
tienten mit Lebercirrhose in Tee suspendiert per os verabreicht. Der Harn 
wurde zwei Tage lang gesammelt und die einzelnen Portionen jeweils sofort 
mit 2-n. Schwefelséure angesiuert und kiihl aufbewahrt. Insgesamt schied 
der Patient in dieser Periode etwa 4,5 / Harn aus. Zur Abtrennung der p-Opbs 
wurde der Harn im Kutscher-Steudel-Apparat 4 Stdn. mit peroxydfreiem 
Ather extrahiert. Der Ather wurde verdampft und der Riickstand unter 
vorsichtigem Erwiérmen in wenig Wasser gelést (pq 5—6). Danach wurde 
in der Kalte eine waBrige Lésung von Echtrotsalz 3GL zugesetzt und weiter, 
wie unter 1 angefiihrt, verfahren. Es bildete sich ein braunroter Farbstoff 
(2,1 g), der in heiBem Pyridin gelést wurde. Nach einigen Tagen schieden 
sich neben harzigen Beimengungen dunkelrot gefairbte Wiirfel ab, die noch 
3-mal aus Alkohol umkristallisiert wurden. Die so gewonnenen Kristalle 
schmolzen konstant bei 226—228° und stimmten auch in der. Form mit den 
aus reiner p-Opbs-Lésung gewonnenen Farbstoffkristallen tiberein. Aus- 
beute an reinen Kristallen: 202 mg. 

4. Abtrennung der mit Echtrotsalz 3GL kuppelnden Sub- 
stanzen aus dem Harn. Zu frisch gelassenem Harn einer normalen Ver- 
suchsperson wurde unter den iiblichen Bedingungen eine waBrige Lésung 
von Echtrotsalz 3GL zugegeben, wobei ein brauner Farbstoff ausflockte. 
Dieser wurde abgesaugt, getrocknet und zur weiteren Verarbeitung im 


40 K. Felix u. G. Leonhardi, Experientia 6, 61 [ 1950]. 











Bd. 286 (1950) Nachweis der p-Oxyphenylbrenztraubensaure 25 


Morser zerrieben. Hinsichtlich seiner Léslichkeit verhielt sich der Farb- 
stoff ahnlich dem Diazofarbstoff der p-Opbs. Er kristallisierte jedoch weder 
aus Alkohol noch aus Pyridin. 

5. Chromatographische Trennung der Diazofarbstofte aus 
p-Opbs von denen aus dem Harn an der Aluminiumoxydsaule 
Fiir diese Versuche wurde ein Glasrohr von 22 ccm Lange und 1,3 em Durch- 
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messer verwendet, in das Aluminiumoxyd bis zu einer Héhe von 12cm 
eingefiillt wurde. Als Lésungsmittel benutzten wir peroxydfreien, wasser- 
haltigen Ather. 

a) Verhalten des p-Opbs-Farbstoffes. Der reine p-Opbs-Farbstoff lief 
in einer scharf begrenzten roten Zone langsam auf der Saéule nach unten 
(Abb. 2). 

b) Zerlegung eines Harn-Farbstoffgemisches. Beim Chromatographieren 
der konz. atherischen Lésung eines Farbstoffgemisches aus normalem Harn 
(vgl. Abs. 4) bildeten sich 7 verschieden gefirbte Zonen aus (Abb. 3). 

c) Verhalten eines Gemisches von p-Opbs- und Harnfarbstoffen. Zu- 
gesetzter p-Opbs-Farbstoff haftete leuchtend rot am oberen Rand von 
Zone 6 (Abb. 3, Zone 6a). In weiteren Versuchen wurde p-Opbs zu 1 ccm 
Harn eines Leberkranken zugesetzt, dieses Gemisch mit Echtrotsalz 3GL 
gekuppelt und weiter wie tiblich verfahren. Es entstanden etwa die gleichen 
Zonen wie beim vorigen Versuch, die sich nur hinsichtlich der Intensitét 
ihrer Farbung voneinander unterschieden. Die Zonen 3 und 5 waren nur 
selten sichtbar (Abb. 4). 

Der rote Farbstoff der p-Opbs konnte mit dieser Methode zuniachst noch 
nicht vollstaéndig abgetrennt werden, da die Zonen 5, 6a, b und ¢ zu dicht 
nebeneinander lagen. 

d) Zerlegung der Zone 6. Die Zone 6a—c wurde herausgeschnitten, 
mit Chloroform eluiert und diese Farblésung erneut an Aluminiumoxyd 
chromatographiert. Bei Anwendung von Chloroform als Waschfliissigkeit 
wurden die beiden Zonen 6a und 6b,c vollstindig auseinandergezogen. 
Die Zone 6a blieb im oberen Teil der Siéule haften, die Zonen 6b und ¢ 
liefen durch. Die dunkelrote Zone des p-Opbs-Farbstoffes war damit voll- 
standig isoliert und lieB sich mit Essigester, dem einige Tropfen Hisessig 
zugesetzt waren, quantitativ aus der Saule eluieren (Abb. 5). 

e) Abtrennung der Zone 5. Befand sich die gelbe Zone 5 tiber der roten 
Zone der p-Obps, so lief diese bei Anwendung von Chloroform als Lésungs- 
mittel nach unten in den rotvioletten Anteil 6c der darunter laufenden 
gelben Zone 6b hinein und die Abtrennung des p-Opbs-Farbstoffes war 
ebenfalls vollstaindig (Abb. 6). 

6. Quantitative Isolierung einer bekannten p-Opbs-Diazo- 
farbstoffmenge aus Harnfarbstoffgemischen. Der p-Opbs-Farb- 
stoff wurde in Essigester gelést und die Extinktion dieser Farbstofflésung 
unter Vorschalten von Filter 8 47 im Stufenphotometer bestimmt. Ein 
aliquoter Teil wurde abgemessen und das Lésungsmittel im Vakuum unter 
Stickstoff abgedampft*. Der Riickstand wurde in Ather aufgenommen und 
zusammen mit einer itherischen Harnfarbstofflésung (vgl. Abs. 4) iiber Alu- 
miniumoxyd chromatographiert. Die Zone 6a—c wurde herausgeschnitten, 
die Farbstoffe mit Chloroform eluiert und diese Lésung erneut tiber. Alumi- 
niumoxyd chromatographiert. Der rote p-Opbs-Farbstoff wurde wie tiblich 
eluiert, die Lésung filtriert und auf das Ausgangsvolumen gebracht. Die 
Messung im Stufenphotometer ergab, daB der p-Opbs-Farbstoff mit dieser 
Methode quantitativ wiedergefunden wurde: 








Stammlésung Eluierte Lésung 
Extinktion Extinktion 
0,450 0,442 
0,450 0,449 
0,450 0,446 





* Die Farbstofflésungen diirfen nicht in der Warme eingeengt werden, 
da Verluste auftreten. Auch mit gréBeren Lésungsvolumina erhélt man 
scharf ausgebildete Chromatogramme, wenn die Adsorptionssiule ent- 
sprechend verlingert wird. 
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Abb. 8. Abnahme der Kupplungsfihigkeit der p-Oxypheny]- 
brenztraubensaure. 
1 © p-Opbs [in wiéfriger Lésung. 2 ¢ p-Opbs einem Harn zugesetzt. 
3 A p-Opbs mit dem Harn ausgeschieden. 4 [J dasselbe wie 3, nach 
Einleiten von Stickstoff. 


7. Haltbarkeit von p-Opbs-Lésungen. Wie aus Abb. 8 ersicht- 
lich, ist die p-Opbs in waBriger Lésung 2 Tage haltbar, erst am 3. und 4. Tag 
nimmt die Kupplungsfahigkeit etwas ab. Wurde die p-Opbs dagegen dem 
Harn eines Leberkranken zugesetzt oder von einem solchen mit dem 
Harn ausgeschieden, so nahm die Kupplungsfihigkeit schon am 2. Tag 
deutlich ab und betrug im letzten Falle am 4. Tag nur noch 40%. Durch 
Einleiten von Stickstoff lie sich die Kupplungsfihigkeit der mit dem 
Harn ausgeschiedenen p-Opbs 4 Tage unverandert erhalten. Saimtliche L6- 
sungen wurden im Kalteraum bei 0° aufbewahrt. 

8. Kupplung von Phenol mit Echtrotsalz 3GL. Phenol wurde 
mit der aquimolaren Menge des 4-Chlor-2-nitro-diazoniumsalzes, wie unter 
Abs. 1 beschrieben, gekuppelt, wobei ein orangegelber Azofarbstoff entstand. 
Dieser kristallisierte aus heifem Alkohol in orangeroten Nadeln, die bei 
185—186° schmolzen. 

C,,H,O,N,Cl. Ber. C 51,89, H 2,88, N 15,13, Cl 12,77, 

Gef. C 52,19, H 3,16, N 14,98, Cl 13,38. 


Zusammenfassung 


Es wird eine neue Methode zum spezifischen Nachweis der £-Oxy- 
phenylbrenztraubensaéure im Harn beschrieben. Die Siure kuppelt in 
schwach saurem Milieu mit diazotiertem 4-Chlor-2-nitro-anilin (Echtrot- 
salz 3GL). Der entstehende Diazofarbstoff 1iBt sich an der Aluminium- 
oxydsiiule von anderen im Harn auftretenden Azoprodukten abtrennen 
und quantitativ bestimmen. 

Unter den gleichen Bedingungen bildet Phenol einen typischen 
Azofarbstoff, der sich ebenso chromatographisch abtrennen und quanti- 
tativ bestimmen 1aBt. 


Dem Leiter der Azoabteilung der Farbwerke Hochst, Hrn. Dr. HuB, 
danken wir fiir seine bereitwillige Hilfe und Unterstiitzung. Frl. L. Kiel 
hat uns bei der Durchfiihrung der Versuche wertvolle technische Hilfe 
geleistet. Die p-Oxyphenylbrenztraubensiure, die unter der Bezeichnung 
»Lestacid‘‘ im Handel ist, verdanken wir dem Chemiewerk Homburg, 
Frankfurt a. Main. Echtrotsalz 3GL stellte uns liebenswiirdigerweise die 
Firma Naphtholchemie in Offenbach a. Main zur Verfiigung. 
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Quantitative Bestimmung der Brenztraubensdure im Harn 
als 4-Chlor-2-nitro-2’.4’-dinitro-methylformacyl 


Von 
G, Leonhardi, I, v. Glasenapp und K, Felix 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. Main 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Miirz 1950) 


Seit den Arbeiten von O. Meyerhof und G. Embden iiber den 
Abbau der Kohlehydrate ist die Brenztraubensiiure (BTS) als ein inter- 
mediires Produkt des normalen und pathologischen Stoffwechsels 
bekannt. Sie entsteht bei der enzymatischen Glykolyse und bildet ein 
wichtiges Bindeglied zwischen Kohlehydrat- und Aminosaurestoff- 
wechsel einerseits und dem Fettstoffwechsel andererseits?. 

Zum qualitativen und quantitativen Nachweis der BTS sind zahlreiche 
Methoden beschrieben worden, von denen die heute gebréuchlichen sich 











G. D. Lu, Biochem. J. 38, 249 [1939]. 

H. Westerkamp, Biochem. Z. 268, 239 [1933]. 

Z. Dische u. 8S. 8. Robbins, Biochem. Z. 271, 304 [1934]. 
C. Fromageot u. P. Desnuelle, Biochem. Z. 279, 174 [1935]. zei 
Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 36, 219 [1949]. bac 


folgender Reaktionen bedienen: 1. der Bisulfitmethode*; 2. der Konden- . 
sation mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin und nachfolgender Rotfairbung des : 
Hydrazons durch freies Alkali*® 45; 3. der Einwirkung von Carboxylase I 
und nachfolgender volumetrischer Messung der freigesetzten Kohlensaure ® ; i 
4. der Farbreaktion mit «-Methylindol in salzsaurer Lésung’ und 5. der U 
Oxydation der BTS mittels Cerisulfats*. Alle diese Methoden sind je- 9 
doch nicht spezifisch und ihre Anwendung bleibt auf Blut und Gewebe- : 
sifte beschrinkt. Fiir den quantitativen Nachweis der BTS im Harn d 
erweisen sie sich als unbrauchbar und versagen, wenn p-Oxyphenylbrenz- I 
traubenséure anwesend ist. Wie mit den Methoden von Lu sowie Jo- 0 
wett und Quastel gezeigt werden konnte, nimmt die Rotfarbung des 1 
Leerharns sowohl nach Zusatz von BTS als auch von p-Oxyphenylbrenz- 
traubensdure zu: é. 
F 
Methode: Lu Jowettu. Quastel g' 
si 
Extinktion Extinktion m 
SEN oe oe ae ee ae 0,244 0,268 
ire eer 0,387 0,509 R 
Harn + p-Oxyphenylbrenz- 
traubensaure. oo 0,310 0,432 hy 
In jiingster Zeit beschrieben Wieland und Fischer® Versuche zur ei 
papierchromatographischen Trennung von .-Ketosiuren. Durch ver- PI 
schiedene Lésungsmittelgemische haben sie diese Saiuren charakteristisch iik 
verteilt und durch o-Phenylendiamin nachgewiesen. Diese Methode eignet At 
sich jedoch nicht zur spezifischen Abtrennung von praformierter BTS, au 
1 Vgl. u.a. O. Meyerhof, Experientia 4, 169 [1948]. 
2 F. P. Clift u. R. P. Cook, Biochem. J. 26, 1800 [1932]. Bi 
3 E. M. Case, Biochem. J. 26, 753 [1932]. ge: 
4M. Jowett u. J. H. Quastel, Biochem. J. 31, 275 [1937]. —_ 
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Wenn gleichzeitig Oxalessigsiure anwesend ist, wird diese wahrend der 
Chromatographie in BTS und Kohlendioxyd zerlegt. Dagegen konnten 
Cavallini und Mitarbeiter!® die BTS aus dem Harn in Form ihres 2.4- 
Dinitrophenylhydrazons papierchromatographisch abtrennen und quan- 
titativ bestimmen. Fiir eine routineméBige Anwendung diirfte sich diese 


Methode aber nicht eignen. 
Es erschien uns deshalb notwendig, eine spezifische Methode zur 


quantitativen Bestimmung der BTS im Harn zu entwickeln. Ausgehend 
von der 1894 von Bamberger und Miiller™ beschriebenen Reaktion 
der Phenylhydrazonbrenztraubensiure mit Diazobenzol kuppelten wir 
das 2.4-Dinitrophenylhydrazon der BTS mit diazotiertem 4-Chlor-2- 
nitro-anilin*, wobei sich ein roter Diazofarbstoff bildete, dem folgende 


Konstitution zukommt: 
Cl-¢ )-+N:N.-C(CH;):N-NH-¢ >-NO,. 
NO, NO, 


Der Farbstoff ist demnach das 4-Chlor-2-nitro-2’.4’-dinitro- 
methylformacyl. Diese Reaktion ist fiir den Nachweis der BTS im 
Harn spezifisch. Mit anderen im Harn auftretenden Verbindungen, die 
im Molekiil eine CH; -CO-Gruppe tragen, wie Aceton, Acetessigsiure 
und Progesteron entsteht bei der Einwirkung von diazotiertem 4-Chlor- 
2-nitro-anilin auf ihre 2.4-Dinitrophenylhydrazone das Methylformacy]l- 
derivat nicht. Die rote Farbe unseres Azoproduktes schligt in alkalischer 
Lésung in Blau um. An der sodaalkalisch vorbehandelten Aluminium- 
oxydsaule wird der rote Farbstoff aus iitherischer Lésung in einer scharf 
begrenzten blauen Zone adsorbiert und liBt sich mit Aceton quantitativ 
eluieren. In Versuchen mit gewodhnlichem Aluminiumoxyd lief der 
Farbstoff dagegen unadsorbiert durch die Siule. Mit dieser Methode 
gelingt die quantitative Abtrennung der BTS aus dem Harn, wobei - 
sich fiir die routinemiBige Bestimmung folgendes Vorgehen als zweck- 


mabig erwies: 


Reagenzien: 

1. Frisch zubereitete, kalt gesattigte Lésung von 2.4-Dinitrophenyl- 
hydrazin in 2-n.Salzsaure. 5 

2. Peroxyd- und wasserfreier Ather. Handelsither wird mit 
einer waBrigen Ferrosulfatlésung so oft ausgeschiittelt, bis die waBrige 
Phase griin gefarbt bleibt. Der Ather wird destilliert und mehrere Tage 
tiber Calciumchlorid aufbewahrt. SchlieBlich wird der so vorbehandelte 
Ather iiber Natrium getrocknet, abdestilliert und in einer braunen Flasche 
aufbewahrt. 

3. Wasserfreies Natriumsulfat. 

4. Sodaalkalisches Aluminiumoxyd. AlI,O,, standardisiert nach 
Brockmann, wird mit der 3—4-fachen Menge 5-proz. Sodalésung auf- 
geschlemmt und nach dem Absitzen die tiberstehende Fliissigkeit abge- 


10 D. Cavallini u. Mitarbb., Nature [London] 164, 792 [1949]. 

11 EK. Bamberger u. J. Miller, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 147 [1894]. 

* Dieses wird in Form seines Chlorzinkdoppelsalzes unter der Be- 
zeichnung Echtrotsalz 3GL von der Firma Naphtholchemie in Offen- 
bach a. M. in den Handel gebracht. 
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gossen. Al,O, wird zuniichst bei 100° getrocknet, sodann im Mérser zer- 
rieben und anschlieBend nochmals 24 Stdn. bei 100° aufbewahrt. 

5. Wasserfreies Aceton. Aceton wird mehrere Tage tiber CaCl, 
aufbewahrt und destilliert. 

6. Gesittigte, waBrige Lésung von analysenreinem Natriumacetat 
(100 g Wasser lésen bei 20° 123,5 g Natriumacetat). 

7. Frisch zubereitete waBrige Lésung von Echtrotsalz 3GL. Etwa 
0,7 g Echtrotsalz 3GL werden in 100 ccm eiskaltem doppelt destilliertem 
Wasser* gelést und durch ein hartes Filter gegeben. 

8. WaBrige H-Siure-Lésung. 0,3 g 1-Amino-naphthol-(8)-disulfon- 
siure-(3.6) werden in 50 ccm doppelt destilliertem Wasser gelést. 

Kupplung mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin. 5 ccm des zu unter- 
suchenden Harns werden mit 2ccm einer kalt gesattigten Lésung von 
2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. Salzsiure versetzt und 1 Stde. bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wird zweimal mit je 15 ccm 
Ather ausgeschiittelt, wobei die entstandenen Hydrazone in den Ather 
iibergehen. Der atherische Auszug wird mit wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet und an der sodaalkalischen Aluminiumoxydsiule chromato- 
graphiert. 

Chromatographische Abtrennung der Harn-Hydrazone. Zur 
chromatographischen Adsorptionsanalyse wird ein Glasrohr von 10,5 cm 
Hohe und 1,2 em Durchmesser verwendet, das mittels Gummistopfens auf 
eine Saugflasche aufgesetzt wird. Das Adsorptionsrohr wird unten mit 
einem Wattebausch verschlossen und unter scharfem Absaugen das soda- 
alkalische Aluminiumoxyd etwa 2cm hoch eingefiillt und festgestopft. 
Man wischt nun die Siule zunachst mit wasserfreiem Ather vor, gibt dann, 
noch ehe dieser véllig durchgesaugt ist, den getrockneten Atherextrakt zu 
und wiascht abermals mit wasserfreiem Ather und wasserfreiem Aceton 
nach, jeweils solange, bis der Durchlauf farblos ist; schlieBlich gibt man 
nochmals Ather zu, um alles Aceton auszuwaschen. Die am oberen Rand 
der Saule haftende gelbe Zone der Harn-Hydrazone wird mit einer kalt- 
gesattigten Natriumacetatlésung eluiert. Zu diesem Zweck wird die gelbe 
Zone in ein dickwandiges Zentrifugenglas gebracht und mehrmals mit je 
10ccm Natriumacetatlésung aufgewirbelt, zentrifugiert und die iiber- 
stehende gelbe Fliissigkeit durch ein hartes Filter gegossen. 

Kupplung mit Echtrotsalz 3GL. Die gelbe Natriumacetatlésung 
wird bei 0° mit einer eiskalten waBrigen Lésung von Echtrotsalz 3GL ge- 
kuppelt bis zur gerade positiven Tiipfeltitration gegen H-Siure** und 
14 Stde. in der Kalte stehen gelassen. Dann wird erneut auf tiberschiissiges 
Echtrotsalz 3GL gepriift und zweimal mit jeweils 20 cem eiskaltem Ather 
ausgeschiittelt. Der Atherextrakt wird mit wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet und chromatographiert, wobei darauf zu achten ist, daB keine 
Erwarmung eintritt. 

Chromatographische Abtrennung des Methylformacylderi- 
vates. Zur Chromatographie verwendet man diesmal ein Glasrohr von 
18cm Lange und 1,2 cm Durchmesser. Dieses wird bis zu einer Héhe von 
10cm mit sodaalkalischem Aluminiumoxyd wie tiblich beschickt. Man 
wischt mit eiskaltem Ather vor, gibt die atherische Farbstofflésung zu und 


* Zur Herstellung von waBrigen Lésungen ist stets doppelt destilliertes 
Wasser zu verwenden, da einfach destilliertes Wasser noch Cu-Ionen ent- 
halten kann, die die Kupplung stéren. 

** H-Saure dient infolge ihrer Higenschaft als auBerst empfindliche 
Kupplungskomponente hier als Indikator fiir iiberschiissiges Echtrotsalz 
3GL. Dazu léBt man auf Filterpapier einen Tropfen H-Saure in einen 
Tropfen der gekuppelten Lésung einflieSen, wobei sich bei Anwesenheit 
von iiberschtissigem Echtrotsalz 3GL die Beriihrungsstelle violett farbt. 
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wischt mit Ather solange nach, bis sich die blaue Zone des Methylformacyl- 
derivates (Abb. 4, Zone 4) vollstaéndig abgetrennt hat. Wahrend der Chro- 
matographie ist die Saule vor Lichteinwirkung zu schiitzen, da sich sonst 
an der Oberfliche ein violettes Zersetzungsprodukt des blauen Farbstoffes 
bildet. 
Elution und Messung. Die blaue Zone wird aus der Siéule heraus- 
geschnitten und mit wasserfreiem Aceton quantitativ eluiert. Das blau- 
gefarbte Eluat wird auf 50ccm aufgefiillt und im Pulfrich-Photometer 
mit Filter S 61 in der 1 cm-Kiivette gemessen. Die abgelesenen Extinktions- 
werte werden mit dem Analysenfaktor (s..u.) multipliziert, wobei man die 
Menge der BTS in Milligramm in 5ccm Harn erhialt. Hierbei ist jeder 
Pu-Abfall nach dem Sauren zu vermeiden, da dabei die blaue Farbe 
sofort in Gelb umschlagt. In diesem Falle gibt man 1—2 Tropfen n-Natron- 
lauge zu, wobei sich die gelbe Farbe wieder in Blau verwandelt. 
Aufstellung der Eichkurve. Dazu stellt man sich eine 1-mg-proz. 
waBrige BTS-Lésung her, indem man 12,5 mg Natriumpyruvat in 1000 cem 
doppelt destilliertem Wasser lést. Fiir den MeBbereich von 0,01—0,1 mg 
BTS werden 1—10ccm dieser Lésung mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin ge- 
kuppelt und in der oben angefiihrten Weise weiter behandelt. Die blaue 
Zone des Methylformacyls wird wie oben mit Aceton eluiert, auf ein Volumen 
von 50 ccm aufgefiillt und im Stufenphotometer gemessen. Trigt man die 
Logarithmen der gefundenen Extinktionswerte gegen die zugehérigen 
BTS-Mengen auf, so erhaélt man eine Gerade, die durch den Nullpunkt 
geht und deren Schnittpunkt mit der Extinktion 1 bei 0,124 mg BTS liegt. 
0,124 ist demnach der Faktor, mit dem man die gefundenen Extinktions- 
werte zu multiplizieren hat, um die Menge der BTS in mg zu erhalten. 


Anwendung auf den Harn. Mit dieser Methode untersuchten 
wir den Harn einer gesunden Versuchsperson. Wie aus Abb. 1 er- 
sichtlich ist, schwanken die taglichen Ausscheidungswerte fiir BTS 
zwischen 0 bis maximal 3,14 mg, was einem Mittelwert von 2,20 + 0,9 
entspricht. 
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Abb. 1. Tagliche Ausscheidung von Brenztraubensiéure im Harn. 


Weitere Untersuchungen ergaben, daB zum Harn zugesetzt- BTS 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von ~-Oxyphenylbrenztraubensaéure mit 
dieser Methode quantitativ wiedergefunden werden konnte. 














BTS im Harn Zugesetzte portent Wiedergefundene 
p-Oxyphenyl- 
Sem BTS brenztraubensaure Bs 
mg mg mg mg 
0,005 0,05 0,5 0,054 
0,01 0,03 0,3: 0,041 
0,019 0,07 0,7 0,087 
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Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung der Brenztraubensiure in Form ihres 4-Chlor- 
2-nitro-2’.4’-dinitro-methylformacyls 

a) Darstellung der 2.4-Dinitrophenylhydrazon-BTS. Eine 
waBrige BTS-Lésung wird in aquimolarem Verhiltnis mit einer gesattigten 
Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. Salzsiiure versetzt. Dabei 
bildet sich sofort ein gelber Farbstoff, der dickflockig ausfallt. Dieser wird 
abgesaugt, mit doppelt destilliertem Wasser ausgewaschen und bei 37° ge- 
trocknet. Der Farbstoff kristallisiert aus heiBem Alkohol in gelben Rhomben, 
Schmp. 212—214°, 

b) Kupplung der 2.4-Dinitrophenylhydrazon-BTS mit dia- 
zotiertem 4-Chlor-2-nitro-anilin (Echtrotsalz 3GL). Das gelbe 
Hydrazon wird in kalt gesittigter Natriumacetatlésung aufgenommen und 
bei 0° mit einer waGrigen Echtrotsalzlésung gekuppelt. Dabei bildet sich 
ein ziegelroter Farbstoff, der nach einiger Zeit ausflockt. Dieser wird im 
Bichnertrichter abgesaugt, mit doppelt destilliertem Wasser gewaschen 
und bei Zimmertemperatur getrocknet. Der Farbstoff lost sich gut in Kis- 
essig und Aceton, weniger gut in Alkohol und Ather; auf-Zusatz von Soda 
bzw. Natronlauge schlagt die gelbrote Farbe in Blau um. In Pyridin lést 
er sich mit griiner Farbe. Der Farbstoff kristallisiert aus Eisessig in roten 
Prismen, die bei 202—203° schmelzen. 

C,4H,,O,N,Cl. Ber. C 41,27, H 2,63, N 24,08. 

Gef. C 41,47, H 2,64, N 23,38. 


2. Chromatographische Abtrennung des 4-Chlor-2-nitro-2’.4’- . 
dinitromethylformacyls aus Harn 

a) Frisch gelassenem Harn wurde eine Lésung von 2.4-Dinitrophenyl- 
hydrazin in 2-n, Salzsiure zugesetzt, das Gemisch 1 Stde. bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und die entstandenen Hydrazone mit Ather 
ausgeschiittelt. Die Hydrazone wurden aus der aitherischen Lésung in eine 
kalt gesittigte Natriumacetatlésung iibergefiihrt, der Restither verjagt 
und die Lésung bei 0° mit einer wiBrigen Lésung von Echtrotsalz 3GL ver- 
setzt bis zur positiven Tiipfeltitration gegen H-Siure. Die entstandenen 
Azoprodukte wurden mit Ather ausgeschiittelt und an der sodaalkalischen 
Aluminiumoxydsiéule chromatographiert. Dabei bildeten sich gewoéhnlich 
neun verschieden gefirbte Zonen aus (Abb. 2). Zugesetztes 4-Chlor-2-nitro- 
2’.4’-dinitro-methyl-formacyl] lief in der blauen Zone 6 mit. 
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b) Um die BTS-Hydrazone von anderen Hydrazonen der im Harn 
vorkommenden Carbonylverbindungen sowie dem _ iiberschiissigen 2.4- 
Dinitrophenylhydrazin abzutrennen, wurde der atherische Harnextrakt 
liber einer sodaalkalischen Aluminiumoxydsiaule nach Cremer und Berger?!* 
chromatographiert. Die BTS-Hydrazone blieben am oberen Rand der Saule 
in einer gelben Zone haften (Abb. 3, Zone la), wihrend Hydrazin und ein 
groBer Teil der Harn-Hydrazone mit wasserfreiem Ather (Zone 2 und 3) 
und wasserfreiem Aceton (Zone 4) herausgewaschen wurden. 

c) Die gelbe Zone (Abb. 3, Zone la, b) wurde mit kalt gesattigter, 
waBriger Natriumacetatlésung eluiert. Das Eluat wurde filtriert und wie 
oben mit Echtrotsalz 3GL in der Kilte gekuppelt. Das Chromatogramm 
dieses Atherextraktes zeigte nur noch 5 Zonen, die gut gegeneinander ab- 
gegrenzt waren (Abb. 4). Das 4-Chlor-2-nitro-2’.4’-dinitromethylformacyl 
lauft in der blauen Zone 4. 

d) Wurde p-Oxyphenylbrenztraubensiure dem Harn zugesetzt, so 
bildete sich ebenfalls ein blauer Farbstoff, der in Zone 3 mitlief. Die Kon- 
stitution dieses Farbstoffes sowie der in den anderen Zonen mitlaufenden 
Azoverbindungen konnten nicht aufgeklirt werden. 


Zusammenfassung 

Das 2.4-Dinitrophenylhydrazon der Brenztraubensiure bildet in 
schwachem Alkali mit diazotiertem 4-Chlor-2-nitro-anilin einen roten 
Diazofarbstoff, der das 4-Chlor-2-nitro-2’.4’-dinitro-methylfor- 
macyl darstellt. Dieser Farbstoff lést sich in Alkali mit blauer Farbe 
und wird an der sodaalkalischen Aluminiumoxydsiule in einer scharf 
begrenzten Zone adsorbiert. Diese Methode ist unter den Versuchs- 
bedingungen spezifisch fiir Brenztraubensiiure und ermdglicht ihre 
quantitative Abtrennung aus dem Harn. 


Fri. I. Stahl leistete uns bei der Durchfiihrung der Versuche wertvolle 
Hilfe, wofiir wir ihr an dieser Stelle danken méchten. 


Zur Frage des Vorkommens der hochungesattigten Fettsduren 
C,, und C,, in den Pflanzenphosphatiden 
Von 
E, Klenk und Hildegard Debuch 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Kéln 
(Der: Schriftleitung zugegangen am 24. Marz 1950) 


Bei den essentiellen Fettsiuren lassen sich auf Grund ihres Vor- 
kommens zwei verschiedene Gruppen unterscheiden. Es handelt sich 
einerseits um die in den Pflanzenfetten so weit verbreiteten, mehrfach 
ungesittigten C,,-Saiuren (Linol- und Linolensiure) und andererseits 
um die in den Fettstoffen der Tiere haufig anzutreffenden, hoch- 
ungesiattigten C,, und C,..-Saéuren (z. B. Arachidonsiiure, C,,H,,0., und 
Clupanodonsiure, C,.H,,0,). Die der ersten Gruppe angehérenden Fett- 


12H. D. Cremer u. H. Berger, Klin. Wschr. 24/25, 222 [1947]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 286 a 
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saiuren, so vor allem Linolsaure, finden sich in meist kleineren Mengen 
allerdings auch in tierischen Fetten. Es kann aber kaum ein Zweifel 
bestehen, daB sie vom Tierkérper selbst nicht gebildet werden, sondern 
aus der Nahrung stammen??. 

Weniger klar und eindeutig liegen die Verhiltnisse indessen bei 
der anderen Gruppe der essentiellen Fettsiuren. Es spricht manches 
dafiir, daB der Tierkérper die Fahigkeit zur Synthese der hochungesit- 
tigten Cy)- und C,,-Saéuren besitzt. Auf Grund des vorliegenden Schrift- 
tums muB aber auch die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, daB 
sie ebenfalls aus der Nahrung stammen, und zwar letzten Endes aus 
der vegetabilischen Nahrung. So diirfte die starke Anreicherung dieser 
Fettsiuren in den Fischtranen zum Teil wenigstens bedingt sein durch 
ihr Vorkommen im Plankton. Sie sollen bereits im Fett der Meeres- 
algen vorhanden sein. 

Nun finden sich diese fiir die Fischtrane so charakteristischen 
hochungesittigten C,,- und C,.-Siuren aber regelmaBig auch in den 
Phosphatiden aller Wirbeltiere, einschlieBlich der landbewohnenden 
Pflanzenfresser. Bisher gab es keine Anhaltspunkte dafiir, daB sie bei 
den letzteren mit der Nahrung aufgenommen werden. Nach neueren 
Befunden von Hilditch und Zaky‘* jedoch sollen sie zwar nicht in den 
Pflanzenfetten, wohl aber in den Pflanzenphosphatiden regelmaBig, 
wenn auch nur in kleineren Mengen, anzutreffen sein. 

Bei der Bedeutung dieses Befundes fiir die vorliegende Frage- 
stellung haben wir versucht, die hochungesiittigten C,,- und C,.-Saiuren 
aus den Pflanzenphosphatiden zu isolieren und etwas genauer zu 
charakterisieren. Leider waren uns bis jetzt nur Phosphatide von Soja- 
bohnen und Rapssamen zuginglich. Nach Hilditch und Mitarbeitern 
ist in den Sojaphosphatiden der Gehalt an hochungesiittigten C,)- und 
Cy.-Saiuren relativ hoch (5,5% der Gesamtfettsiiuren), in den Raps- 
phosphatiden dagegen wesentlich geringer. In den von uns _ unter- 
suchten Pflanzenphosphatiden war es nicht méglich, diese Fettsiuren 
aufzufinden, weder durch fraktionierte Vakuumdestillation, noch auf 
dem Wege iiber die atherunléslichen Bromkérper, in welchen sie stark 
angereichert hatten vorhanden sein miissen. Das Hydrierungsprodukt 
der aus den atherunléslichen Bromkérpern gewonnenen hochungesat- 
tigten Fettsaéuren war in jedem Fall mit Stearinsiure identisch. 

Dementsprechend diirften wohl in den Pflanzenphos- 
phatiden die hochungesiattigten C,, und C,.-Saiuren fehlen, 
und die Annahme, daB die essentiellen Fettsiuren vom Tierkérper 
nicht synthetisiert werden kénnen, kann nur fiir die Linol- bzw. Li- 
nolensiure Giiltigkeit haben. Die Fiahigkeit zur Synthese der essen- 


1H. E. Longenecker, J. biol. Chemistry 128, 645 [1939]. 
* K. Bernhard u. R. Schoenheimer, J. biol. Chemistry 188, 707 
[1940]. 
§ Tsujimoto, Chem. Umschau 82, 125 [1925]. 
4 T. P. Hilditch u. J. A. H. Zaky, Biochem. J. 86, 15 [1942]. 
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tiellen hochungesiattigten C,, und C,,-Saéiuren scheint dagegen kaum 
zweifelhaft zu sein. Die Frage®, ob fiir diese Synthese Linolsaure als 
Ausgangsmaterial benétigt wird, soll hier nicht niher erértert werden. 


Beschreibung der Versuche 
Phosphatide von Sojabohnen 


Zur Untersuchung kamen drei verschiedene Priaiparate (I—III), die 
uns freundlicherweise von der Firma Nattermann, K6ln-Braunsfeld, zur 
Verfiigung gestellt wurden. 

Nach den uns gemachten Angaben enthalten die Priparate I* bzw. 
II* die alkoholléslichen Anteile aus Rohphosphatiden amerikanischer 
bzw. deutscher Herkunft (I: N 1,62%, P 3,22%, Glycerin 12,8%. — II: 
N 1,40%, P 3,15%, Glycerin 10,5%). Bei Priparat III handelt es sich um 
ein von den Olmiihlen geliefertes Rohphosphatid. Zur Abtrennung von noch 
beigemengten Triglyceriden wurde es von uns aus der stark konzentrierten 
atherischen Lésung mit Aceton gefallt und diese Reinigung noch comma 
wiederholt. 

Zur Spaltung kochte man die Phosphatide 1 Stde. mit der 10-fachen 
Menge 4-proz. methylalkohol. HCl unter Riickflu8. Die durch Ausschiitteln 
mit Petrolither gewonnenen Fettsiuremethylester wurden verseift und 
nach Abtrennung des Unverseifbaren die Fettsiuren nach Twitchell® 
getrennt. Je 50g Phosphatid I bzw. II ergaben 29,5 bzw. 27,3 g Gesamt- 
fettsiuren (einschlieBlich des Unverseifbaren), und zwar 6,2 bzw. 7,1g 
feste Siuren, sowie 22,7 bzw. 18,4 g fltissige Sauren. 

Das Ergebnis der fraktionierten Destillation? der Methylester (11,3 
bzw. 11,0 g) der fliissigen Fettsiiuren zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Fraktionierte Destillation von 11,3 bzw. 11,0g Methylestern der 
fliissigen Fettséuren aus Sojabohnenphosphatiden. 

















Methylester Hydrierte Fettsiuren (umkrist.) 
Menge g Jodzahl Schmelzpunkt ° | Aquiv.-Gewicht f 
I II I dG i} II I II 
1 1,48 0537 103 100 68,5 64 283 273 
2 1,03 1,23 146 119 68,5 67 284 278 
3 1,02 1,24 152 146 69 68,5 285 283,5 
4 0,93 1,30 161 146 —- 68,5 — 283 
5 0,94 1,14 161 154 — 69 _ 282 
6 1,66 1,30 149 140 69 69 285 285 
7 1,46 1,04 160 157 69 69 287 283 
8 1,09 0,54 133 122 68,5 = 288 —- 
9 0,87 1,19 87 87 -— — — -- 








{+ Mittelwerte von zwei Bestimmungen. 


* Lecithinum essentiale Nattermann. 

5 L.C.A.Nunn u. J. Smedley-Maclean, Biochem. J. 82, 2178 
[1938]; siehe auch D. E. Dolby, L. C. A. Nunn u. J. Smedley-Maclean, 
Biochem. J. 34, 1422 [1940]. 

6 E. Twitchell, Ind. Engng. Chem. 18, 806 [1921]. 

7K. Schuwirth, diese Z. 277, 147 [1943]. 
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Die Zusammenstellung zeigt, daB in allen Fraktionen, auBer den 
Fraktionen 1 und 2 von II, die niedere Homologen enthalten, bis zu Frakt. 8 
von I bzw. Frakt. 7 von II nur C,,-Saéuren tibergingen, denn die Hydrierung 
ergab reine bzw. praktisch reine Stearinsiure (C,,H,,0,, ber. Aquiv.-Gew. 
284,4, Schmp. 69—69,5°). Frakt. 9 von I bzw. Frakt. 8 und 9 von II 
wurden aus dem im Fraktionierapparat verbliebenen Riickstand durch 
Destillation desselben in einem Claisenkélbchen gewonnen. Es handelte 


sich hier um hochsiedende, zahfliissige, braungefirbte Ole, die offenbar ~ 


der Hauptsache nach aus schlecht hydrierbaren Polymerisations- und Zer- 
setzungsprodukten bestanden. Aquiv.-Gewichte der nicht umkristallisier- 
baren, unvollstaéndig hydrierten freien Saéuren: 345; 349 (Frakt. 9 von I); 
310 bzw. 294; 293 (Frakt. 8 bzw. 9 von II). Das Absinken der Jodzahl in 
diesen zuletzt tibergegangenen Fraktionen spricht fiir die Abwesenheit 
der hochungesittigten C,, und C,,-Sauren. 

Aus den Fettsiuremethylestern von Phosphatid II wurden auBerdem 
noch die atherunléslichen Bromkérper dargestelit. 100 g Phosphatid, wie 
oben gespalten, ergaben 46,8 g durch Vakuumdestillation gereinigte Methyl- 
ester. Zu einer mit Eis- Kochsalzmischung gekiihlten Lésung derselben in 
Cyclohexan wurde Brom im UberschuB zugefiigt und die Lésung_tiber 
Nacht in den Kiihlschrank gestellt. Die Menge des griindlich mit Ather 
gewaschenen Niederschlags betrug 0,61 g. Schmp. 144°. 

Die in Alkohol suspendierte Substanz wurde zur Entbromung nach 
Zugabe von 1,5g Zinkstaub unter RiickfluB 2 Stdn. gekocht. Aus der 
filtrierten und stark eingeengten alkoholischen Lésung gewonnen: 0,21 g 
Methylester. Jodzahl 237. Daraus durch Hydrierung 0,16 g Stearinséure. 
Schmp. 68°. Aquiv.-Gew. 286. Nach Umkristallisieren aus Aceton glin- 
zende Blattchen. Schmp. 68,5—69°. Aquiv.-Gew. 285; 285. Mischprobe 
mit Stearinséure keine Schmelzpunktdepression. 

Da die beiden Phosphatide I und II nur die alkoholischen Anteile 
der Sojaphosphatide enthielten, und immerhin die Méglichkeit bestand, 
daB bei deren Gewinnung die Phosphatide mit den hochungesattigten 
C,, und C,,-Sauren abgetrennt wurden, haben wir auch aus dem die Gesamt- 
phosphatide enthaltenden Phosphatid III auf dem Wege iiber die Methyl- 
ester die atherunléslichen Bromkérper wie oben dargestellt, nur daB hier 
die Methylester nicht durch Destillation gereinigt wurden, und da8 die 
Bromierung in atherischer Lésung unter Ktihlung mit einem Kohlensaure- 
schnee-Aceton-Gemisch erfolgte. 78g Phosphatid ergaben 0,63 g Brom- 
kérper. Schmp. 151—153° Daraus 0,21 g hochungesattigte Fettsaure- 
methylester (Jodzahl. 238; 240) und durch Hydrierung und_ Verseifung 
0,15g Stearinsiure. Schmp. 68,5°. Aquiv.-Gew. 283; 283. Durch Um- 
kristallisieren aus Aceton gliainzende Blattchen. Schmp. 69,5°. Aquiv.- 
Gew. 284; 285. Mischprobe mit Stearinsaéure keine Schmelzpunktdepression. 


Phosphatid von Rapssamen 


Die aus 53g Phosphatid (N 1,71 (1,76)%, P 3,80; 3,78%, Glycerin 
12,6°,) erhaltenen Fettséuren wurden nach Twitchell getrennt. Feste 
Fettsiiuren: 5,1 g (Jodzahl 42; 39). Flissige Fettsiuren 23,4 g (Jodzahl 
130; 135). Das Ergebnis der fraktionierten Destillation von 12,5 g Methyl- 
ester der fliissigen Fettsiuren zeigt Tab. 2. 

Im vorliegenden Fall enthielten die zuletzt iibergehenden Frak- 
tionen 8 und 9* noch ungesittigte C.. bzw. C,.-Saéuren. Da die Jodzahl 
mit steigendem Aquivalentgewicht stark abfallt, handelt es sich nicht um 
hochungesattigte Fettsiuren. Frakt. 9 diirfte der Hauptsache nach aus 
dem Methylester der in den Rapsphosphatiden bereits von Hilditeh und 


* Frakt. 1—5 wurden nicht weiter untersucht. 
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Tab. 2. Fraktionierte Destillation von 12,5g Methylester der fliissigen 
Fettsiuren aus Rapssamenphosphatiden. 
































Methylester hydrierte freie Fettséiuren 
umkristallliert 
Menge Schmp. |x... 
Jodzahl Aquiv.-Gew. a 
g 0 a Schmp. Aquiv.-Gew. 
1 1,44 114 (115) 
2 1,66 146 (145) 
3 1,36 147 (147) 
4 1,15 148 (145) 
5 1,35 148 (146) 
6 1,38 147 (142) 69 285 (286) 
7 1,42 140 (137) 67 294 (295) 67 288 (290) 
8 1,12 113 (112) 62 312 (314) 62,5 314 (314) 
9 0,26 73 70 354 (355) 75 340 


Mitarb.® festgestellten Erucasiure bestanden haben. Als Hydrierungs- 
produkt wurde offensichtlich noch nicht ganz reine Behenséure erhalten 
(Cx5H yO. Aquiv.-Gew. ber. 340,4; Schmp. 80—80,5°). 

Die véllige Abwesenheit der hochungesattigten C,, und C,)-Saéuren 
ergab sich auch hier wieder bei der genaueren Untersuchung der ather- 
unléslichen Bromkérper, die durch Bromierung der Fettséuremethylester 
des Rapsphosphatids erhalten wurden. 100g Phosphatid lieferten wie 
oben (8. 36) 2,41 g Bromkérper. Schmp. 152°. Daraus durch Entbromung 
0,80 g Methylester der hochungesittigten Fettsiuren (Jodzah] 243; 241). 
Hydrierung und Verseifung fihrte wieder zu reiner Stearinséure. Schmp. 
69°. Aquiv.-Gew. 284; 284. Nach Umkristallisation aus Aceton glanzende 
Blattchen. Schmp. 69°. Aquiv.-Gew. 283; 284. Mischprobe mit Stearir- 
séure keine Schmelzpunktdepression. 


Zusammenfassung 


Die vorliegende Untersuchung zeigt, dab die hochungesittigten 
Cy und Cy.-Stiuren, die in den Phosphatiden des Tierreichs regelmaBig 
vorkommen, in den Pflanzenphosphatiden (Sojabohnen und Raps- 
samen) fehlen. 


8 T. P. Hilditch u. W.H.Pedelty, Biochem. J. 31, 1964 [1937]. 
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Uber den Abbau der p-Oxyphenylbrenztraubensdure 
Von 
K, Felix und H. Schaefer 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt am Main 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Marz 1950) 


p-Oxyphenylbrenztraubensiure (f-Opbs) farbt sich grau bis braun, 
wenn man sie langere Zeit an der Luft stehen ]aBt. Da es sich hier wahr- 
scheinlich um eine Autoxydation handelt, haben wir untersucht, wie- 
viel Sauerstoff sie in Warburg-Manometern bei 37,5° und bei verschie- 
denem fy aufnimmt. Bei 5 ist es nur sehr wenig (10 mm® auf 2 mg 
p-Opbs), bei Px 7,6 sind es nahezu 2 Atome pro Mol. -Opbs, in 0,1-m. 
Natronlauge ebenso viel. 

Die Kurve der Autoxydation steigt zum Unterschied von der Oxy- 
dation durch Rattenleberbrei in den ersten 2 Stdn. fast geradlinig an. 
Dann biegt sie um, verlauft flacher und nahert sich asymptotisch dem 
Wert von 2 Atomen pro Mol. £-Opbs. 

Bei der Autoxydation entsteht aus der #-Opbs ein anderes Produkt, 
wie wenn Leberbrei sie oxydiert; denn dieser greift autoxydierte p-Opbs 
nicht an. Im Gegenteil, er enthailt Substanzen, welche die Autoxydation 
verhindern. Mischt man naémlich #-Opbs mit einer gekochten Suspension 
von Leberzellen, dann verbraucht sie fast keinen Sauerstoff mehr. 
Somit diirfte die Autoxydation den Abbau der #-Opbs durch frischen 
Leberbrei nicht nennenswert beeinflussen. 

Von den Abbauprodukten der #-Opbs durch Leberbrei sind bis 
jetzt nur 1 Mol. Acetessigsiure und 2 Mol. Kohlendioxyd bekannt und 
wir wissen noch nicht, was mit den restlichen 3 Kohlenstoffatomen 
geschieht. Friiher wurde gefunden, daB Leberbrei /(-)-Tyrosin zu 1 Mol. 
Acetessigsiiure, 2 Mol. Kohlendioxyd und Alanin oxydiert)?. Wenn 
auch aus der ~-Opbs die Seitenkette abgespalten werden sollte, dann 
miBte Brenztraubensiure oder Milchsiiure entstehen. Erstere konnte 
nicht nachgewiesen werden. Dagegen wurde in den Hauptversuchen 
stets mehr Milchsiure (bzw. eine Substanz, die sich wie diese verhalt) 
gefunden als in den Leerversuchen; allerdings nicht so viel, wie man 
erwarten sollte, wenn die Seitenkette quantitativ in Milchsiure um- 
gewandelt wiirde. Ihr Schicksal ist also noch nicht geklart. 

Wir bestimmten die Milchséiure nach H. Aebi*. Bei dieser Me- 


1 K, Felix u. K. Zorn, diese Z. 268, 257 [1941]. 

2 Damals wurde I-Tyrosin Schweineleberbrei zugesetzt. und Alanin 
indirekt nachgewiesen, d. h. erst mit salpetriger Saiure zu Milchsaéure des- 
aminiert und diese als Acetaldehyd in der iiblichen Weise bestimmt; ein 
Befund, der im Hinblick auf die inzwischen bekannt gewordenen Arbeiten 
amerikanischer Autoren noch einmal iiberpriift werden mu; vgl. B. Sche- 
partz u. 8. Gurin, J. biol. Chemistry 180, 663 [1949]; S. Weinhouse u. 
R. H. Millington, ebenda 175, 995 [1948]. Nach diesen Autoren soll die 
Acetessigsiure mit zwei Kohlenstoffatomen aus der Seitenkette und mit 
den beiden anderen aus dem Ring stammen, 

3’ Helv. chim. Acta 30, 1649 [1947]. 














Bd. 286 (1950) Uber den Abbau der p-Oxyphenylbrenztraubensiure 39 


thode wird sie durch Cerisulfat in Acetaldehyd iibergefiihrt. Wahrend 
Haupt- und Leerversuch ohne Behandlung mit Cerisulfat gleichviel 
Aldehyd lieferten, war die Ausbeute nach der Umsetzung mit Cerisulfat 
im Hauptversuch regelmaéBig héher. Der Unterschied blieb bestehen, 
wenn man das Filtrat der Kupfer-Kalk-Fallung erst 15 Min. kochte und 
dadurch die Acetessigsiure zerstérte. 

Es kann auch sein, daB #-Opbs etwas anders abgebaut wird als 
l-Tyrosin; denn es ist nicht gelungen, einen friiheren Versuch zu re- 
produzieren, bei dem eine Ratte auf Zufuhr von viel #-Opbs einen 
alkaptonurischen Harn ausschied. Zehn jungen Ratten wurden 7 bis 
24 Tage lang taglich 0,5 g p-Opbs pro 100 g Kérpergewicht mit der 
Schlundsonde zugefiihrt. Insgesamt erhielten die einzelnen Tiere 4,2 
bis 27,6 g p-Opbs; aber bei keiner farbte sich der Harn auf Zusatz von 
Natronlauge dunkel; ja es war nicht einmal méglich, eine Alkaptonurie, 
die durch /-Tyrosin erzeugt worden war, mit #-Opbs aufrecht zu halten. 
Das wiirde bedeuten, daB Ratten aus p-Opbs keine Homogentisinsaure 
bilden kénnen, folglich auch nicht aus d-Tyrosin, das durch die d-Amino- 
siureoxydase zur «-Ketosiure desaminiert wird. 

Bei dem oben erwaihnten Abbau der #-Opbs war es noch strittig, 
ob das zweite Molekiil Kohlendioxyd tatsichlich durch den Abbau ent- 
steht oder sekundar aus Acetessigsiure abgespalten wird. Wir konnten 
nun sowohl im Filtrat der Trichloressigsiure, als auch in dem der Kupfer- 
Kalk-Fallung die £-Ketosiure mit der Umbelliferonprobe nachweisen, 
aber nicht mehr, wenn die beiden Filtrate zuvor 15 Min. gekocht worden 
waren. Somit diirfte ein groBer Teil der Acetessigsiure erhalten bleiben 
und wahrscheinlich mehr als 1 Mol. Kohlendioxyd bei der Oxydation 
der ~-Opbs entstehen; ein SchluB, der immer noch mit einem gewissen 
Vorbehalt gezogen wird. 

In den bisher mitgeteilten Versuchen wurden von 1 Mol. #-Opbs 
3 Atome Sauerstoff verbraucht. Wenn man die Leber sehr weit zer- 
kleinert, dann findet man mehr, bis zu 4 Atomen. 

Fiir die Offnung des Ringes durch Rattenleberbrei diirfen offenbar 
die beiden Wasserstoffatome in o-Stellung zur Hydroxylgruppe nicht 
substituiert sein; denn Dijodtyrosin hat keinen Einflu8 auf den Sauer- 
stoffverbrauch der Leberzellsuspension. 

Um etwas tiber das Fermentsystem (vorliufig Tyrosinoxydase II 
genannt) zu erfahren, das die #-Opbs oxydiert, haben wir bei einigen 
Versuchen Kohlenmonoxyd, Cyanid, Pyrophosphat und Thiosulfat zu- 
gesetzt. Kohlenmonoxyd setzte den Sauerstoffverbrauch nur um einen 
ganz geringen Betrag herab. Die anderen Substanzen hatten keinen 
Einflu8. Somit diirfte in dem Fermentsystem kein Haimin- oder anderes 
Schwermetallproteid enthalten sein. 

Schwefelwasserstoff steigerte dagegen die Atmung des Leerversuches 
bedeutend, so daB die dem Hauptversuch zugesetzte p-Opbs den Sauer- 
stoffverbrauch relativ wenig erhdhte. 

Thioharnstoff und Methylthiouracil, welche die Bildung von Thy- 
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roxin in der Schilddriise hemmen und deswegen zur Behandlung der 
Hyperthyreose verwendet werden, hemmten den Abbau der p-Opbs, 
gemessen am Sauerstoffverbrauch, wenn den Ratten zuvor diese Sub- 
stanzen injiziert worden waren. 

In vitro férderte Thioharnstoff die Autoxydation der p-Opbs und 
erhéhte den Sauerstoffverbrauch im Leberbrei. 

Merkwiirdigerweise waren die Lebern der Ratten, die mit Thio- 
harnstoff behandelt worden waren, bla, wihrend die der Methyl- 
thiouracil-Tiere schén rot waren. 

Uber den Mechanismus, wie diese Schwefelverbindungen die Bildung 
des Hormons in der Schilddriise hemmen, ist noch nichts Prizises be- 
kannt. Méglicherweise verhindern sie, daB von dem einen Molekiil Dijod- 
tyrosin, das nur mit dem jodierten Oxyphenylrest in das Thyroxin ein- 
geht, die Seitenkette abgespalten wird. Somit kénnte die Analogie darin 
bestehen, daB in beiden Fallen das Teilferment gehemmt wird, das die 
Seitenkette abspaltet. 

In Versuchen, die von einer anderen Fragestellung her ausgefiihrt 
wurden, wurde dem Futter wachsender Ratten Cystin oder Methionin 
zugelegt. Der EiweiBbedarf dieser Tiere wurde durch Hefe oder durch 
MilcheiweiB gedeckt. Beide Aminosaduren férderten anfangs das Wachs- 
tum. Spiiter holten aber die Kontrolltiere die Versuchstiere wieder auf. 
In der Zeit, in der der Unterschied im Wachstum deutlich ist, ver- 
brauchte eine Zellsuspension ihrer Lebern mehr Sauerstoff und oxy- 
dierte die ~-Opbs etwas besser. 


Beschreibung der Versuche 


Die Ratten wurden durch Genickschlag getétet, ihre Lebern rasch 
entnommen, mit eisgekiihlter physiologischer NaCl-Lésung gewaschen, 
in einem eisgekiihlten Mérser zerrieben, darauf mit 10,0 und 7,0ccem m/5- 
Phosphatpuffer von pq 7,6—8,0 extrahiert, die vereinigten Extrakte 5 Min. 
bei 2000 Touren zentrifugiert, die angereicherte Suspension? gewonnen 
und durch diese fiir 3 Min. O, geleitet. In die ReaktionsgefiBe wurden 3 ccm 
Suspension, in die Einsiitze 0,5 (manchmal 0,3) ccm 50-proz. KOH und 
in die Birnchen 1 cem p-Opbs-Lésung oder Puffer pipettiert. Dauer meist 
2 Stdn.; Temp. 37,5°; Schtittelfrequenz jeweils angegeben. 

1. Autoxydation 

R: ReaktionsgefaB; B: Birnchen 








O,-Verbrauch mm? 
nach 2 Stdn. nach 5 Stdn. 
R: 4mg p-Opbs (grau) 198 336 
B: 3cem Puffer pq 7,6 192 Mittel: 192 331 Mittel: 328 
185 317 
R: 4mg p-Opbs (umkrist.) 168 295 
B: 3ecm Puffer pq 7,6 191 Mittel: 180 332 Mittel: 314 
181 315 











Schiittelfrequenz: 98/Min. 
‘ K. Felix u. H. Schaefer, diese Z. 282, 142 [1947]. 
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O,-Verbrauch 





mm? nach 2 Stdn. 





R: 
B: 
R: 
B: 
R: 
B: 


3ccm Puffer py 5,0 
2mg p-Opbs 
3ccem Puffer pq 7,6 
2mg_ p-Opbs 


3cem n/10-NaOH 
2mg_ p-Opbs 


“Tee 
10 Mittel: 1 
113 
109 


212 
177 


Mittel: 


Mittel: 





Schiittelfrequenz: 76/Min. 


0 


111 


195 





| O,-Verbrauch 


mm? nach 5% Stdn. 





Wa 


: 3cecm Puffer py 7,6 
: 2mg p-Opbs (frisches Praparat) 


223 210 
225 
225 215 


Schiittelfrequenz: 90/Min. 
Wahrend der ersten 2 Stdn. nahm der O,-Verbrauch fast geradlinig 


213 Mittel: 219 


zu und niéherte sich dann asymptotisch dem Wert fiir 2 Atome (249 mm%), 


2. Verhalten der autoxydierten p-Opbs in einer Leberzell- 














Schiittelfrequenz: 74/Min. 


suspension 
O,-Verbrauch mm? Mehrverbrauch 
nach 2 Stdn. fiir 2mg p-Opbs 
R: 3ccm Suspension 563 agus iy. 
R: 3ccem Suspension 294 yess, 
B: 2mg autoxyd. p-Opbs gag THe: 300 ew 
R: 3cem Suspension 342 4. ; 
B: leem Puffer pq 7,6 334 Mittel: 338 
(Leerversuch) 


3. Hemmung der Autoxydation durch gekochte Leberzell- 





























suspension 
O,-Verbrauch mm? nach 2 Stdn. 
R: 3ccm frische Suspension 260 4,. : 
B: leem Puffer py 7,6 257 Mittel: 259 
R: 3ccm gekochte Suspension TS) 45: . 
B: 4mg p-Opbs 75 Saeed: 57 
Schiittelfrequenz: 102/Min. 
O,-Verbrauch mm? Mehrverbrauch 
nach 2 Stdn. fiir 2mg p-Opbs 
R: 3cem frische Suspension | 436 147 
B: 2mg p-Opbs 
R: 3cem frische Suspension | 289 
B: lecm Puffer pq 7,6 














K. Felix und H. Schaefer, Bd. 286 (1950) 





O,-Verbrauch mm* Mehrverbrauch 
nach 2 Stdn. fiir 2 mg p-Opbs 





R: 3ccem gekochte Suspen- 


sion 88 : ; 
B: 2mg p-Opbs 84 Mittel: 86 


: 3eem gekochte Suspen- 


sion 69 ... al 
B: leem Puffer pq 7,6 74 Mittel: 72 


Schiittelfrequenz: 98/Min. 


14 


x 








In Gegenwart von gekochter Leberzellsuspension verbrauchen in 
2 Stdn. 4mg p-Opbs 77mm’, 2mg p-Opbs 14 mm* O,, gegeniiber 180 bis 
192 mm® fiir 4mg p-Opbs im ersten Versuch der Autoxydation. 


4, Bestimmung der Milchsaéure 

Die Milchséiure wurde nach H. Aebi bestimmt. Uni zu verhindern, 
da evtl. gebildete Milchséiure zu rasch weiter oxydiert wird, wurde der 
Versuch nach 1 Stde. abgebrochen. 











O,-Verbrauch mm* Mehrverbrauch 
nach 1 Stde. fiir 2mg p-Opbs 
R: 3cem Suspension 982 
B: 2mg_ p-Opbs 985 Mittel: 973 433 
953 
R: 3cem Suspension 538 
B: lecm Puffer py 7,6 526 Mittel: 540 
555 





Die Reaktionsgemische, je 4ccm, aus den drei Ansiatzen (= 6mg 
p-Opbs in den Hauptversuchen) wurden vereinigt und davon 10 cem (= 5 mg 
p-Opbs mit 15 cem 10-proz. Trichloressigsiure enteiweiBt. 20cem des 
Filtrates (= 4mg p-Opbs) wurden mit 5 ccm einer 5-proz. Aufschwemmung 
von Ca(OH),,! 2cem 10-proz. CuSO,-Lésung und 0,8 ccm 30-proz. NaOH 
gemischt und filtriert. Zu 15 ccm des Filtrates (= 2,158 mg p-Opbs) wurden 
2ceem 10-proz. Na,CO,-Lésung und 2 ccm 2-n. HCl gegeben und in je 5 ccm 
(= 0,566 mg p-Opbs) die Milchséure bestimmt. 5 ccm des Hauptversuches 
verbrauchten 1,47 com, 5 ccm des Leerversuches 1,12 cem n/200-Jod; 
Differenz = 0,35cem; 0,35-mal 0,225 = 0,0787mg Milchséure. Wiirde 
die Seitenkette vollsténdig in Milchséure iibergefiihrt, dann waren aus 
0,566 mg p-Opbs 0,283 mg zu erwarten gewesen. Die tatsiichliche Ausbeute 
entspricht 27,8% der Theorie. In anderen Versuchen wurden 16,3; 20; 24; 
33,8; 40% gefunden. 

Ohne Oxydation mit Cerisulfat verbrauchten Haupt- und Leerversuch 
gleich viel n/200-Jod. p-Opbs selbst reagiert bei der Bestimmung nicht mit. 
Der Unterschied zwischen Haupt- und Leerversuch blieb auch bestehen, 
wenn das Filtrat der Kupfer-Kalk-Fallung erst 15 Min. gekocht wurde. 


5. Nachweis der Acetessigsaure 


Sowohl in den Filtraten der Tyichloressigsiure- wie der Kupfer-Kalk- 
Fallung konnte Acetessigsiture mit der Umbelliferonprobe nachgewiesen 
werden. 
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In 5 ccm dieses Filtrates wurden 0,2 g Resorcin gelést, mit 2 cem konz. 
H,SO, unterschichtet, unter Kihlung gemischt und darauf die gesamte 
Lésung in 200 cem Wasser gegossen. Auf Zusatz von konz. Ammoniak trat 
dann die blaue Fluoreszenz auf. Wurden die Filtrate zuvor 15 Min. gekocht, 
so blieb die Fluoreszenz aus. Unter gewissen Bedingungen gibt auch p-Opbs 
mit Resorcin und H,SQ, eine Fluoreszenz, die sich aber deutlich von der 
des £-Methyl- -umbelliferons unterscheidet. 


6. Alkaptonurieversuche® 


10 jungen Ratten beiderlei Geschlechtes, die 130—270 g wogen, wurden 
taglich tiber 9—24 Tage durch die Schlundsonde 0,5 g p-Opbs pro 100g 
eingefiihrt; insgesamt 6,0—27,6g. Ihr Futter bestand aus 45% Fleisch, 
Eji- oder Milchpulver, 25% Fett, 27% Starke (Mais oder Hafer), 3% Leber- 
tran, etwas Hefe und Kartoffeln. In den letzten Versuchstagen wurden nur 
Riiben gegeben. Der Harn wurde getrennt vom Stuhl unter Xylol gesammelt. 
Anfangs fraBen die Tiere wenig, vom 5. Tag aber wieder normal und nahmen 
auch zu. In keinem Fall farbte sich der Harn auf Zusatz von NaOH dunkel. 

In einer zweiten Reihe wurden sechs Ratten von 121—237g 0,52 
l-Tyrosin eingegeben; sonst war die Behandlung die gleiche. Zwei Tiere 
schieden bereits am 3. Tag Homogentisinsiiure aus, die anderen erst am 5. 
oder 6. Tag. Wurde dann Tyrosin abgesetzt und p-Opbs gegeben, so ver- 
schwand die Alkaptonurie, trat aber avf erneute Zufuhr der Aminosiéure 
wieder auf. 

In einem dieser Versuche erhielt eine Ratte von 144 g insgesamt 2,88 g 
l-Tyrosin und eine andere von 200g 11,5 g. Beide wurden auf der Hohe 
der Alkaptonurie getétet und einer Zellsuspension ihrer Lebern in der tb- 
lichen Weise 2mg p-Opbs zugesetzt. Im einen Fall betrug die Differenz 
zwischen Haupt- und Leerversuch 83mm* Q,, im anderen 56mm*%, Die 
p-Opbs wurde also schlechter abgebaut a's von Suspensionen normaler 
Lebern. 


7. Verhalten von Dijodtyrosin 





O,-Verbrauch mm*% 


ou % tele. Mehrverbrauch 











R: 3ccm Suspension 511 ype. y, durch 2mg_ p-Opbs 
B: 2mg p-Opbs a = 149 

R: 3cem Suspension 357 - nga. 1. durch 4mg_ Dijod- 
B: 4mg Dijodtyrosin gag Mittel: 350 tyrosin: —4 

R: 3ccm Suspension 354 

B: lecem Puffer py 7,6 


Schiittelfrequenz: 132/Min. 


In Gegenwart von Dijodtyrosin verbrauchte die Suspension nicht mehr 
O, als der Leerversuch. In zwei weiteren Versuchen trat eine geringe 
Differenz von 23 bzw. 11mm auf. Bei den letzteren Versuchen steigerten 
2mg p-Opbs den O,-Verbrauch um 225 mm, 


5 Diese Versuche wurden von Fraulein Anita Schmitt ausgefiihrt; 
vgl. ihre Dissertation, Frankfurt a. Main 1948. 
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8. Einflu8B von CO 


Um den EinfluB von CO zu priifen, wurde durch die entsprechenden 
Suspensionen 4 Min. Leuchtgas geleitet. 
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Sete] tow. | ate | ate 
2 Stdn. verbrauch 31/, Stdn. verbrauch 
R: 3eem Suspension 603 
B: 1mg p-Opbs 230 681 233 
R: 3ccem Suspension 373 448 
B: leem Pufter pg 7,6 
R: 3cem CO-Suspension 568 671 
B: 1mg p-Opbs 561 189 656 212 
R: 3eem CO-Suspension 376 452 
B: leem Puffer pq 7,6 
Schiittelfrequenz: 60/Min. 
9. EinfluB von NaCN 
O,-Verbrauch mm * Mehrverbrauch 
nach 2 Stdn. durch 1mg p-Opbs 
R: 3cem Suspension 306 47-4407. 
B: Img p-Opbs a 127 
R: 3cem Suspension 231 weit. 
B: leem Puffer pq 7,6 193 met: SES 
R: 3cem Suspension 307 
3: lmg p-Opbs + 2,45 mg Mittel: 300 
NaCN 293 88 
Schiittelfrequenz 60/Min. 
%: 3cem Suspension 395 188 
B: lmg_ p-Opbs 
R: 3 cem Suspension 207 
B: 1 ccm Puffer pg 7,6 
B: 3cem Suspension 382 232 
B: l1mg p-Opbs + 2,45 mg Mittel: 356 
NaCN 330 
R: 3cem Suspension 144 
B: lecem Puffer pq 7,6 + Mittel: 124 





2,45mg NaON 


104 


Schiittelfrequenz: 60/Min. 


Die Suspensionen wurden durch NaCN grau gefiairbt. Weder CO noch 
NaCN hemmten den Abbau der p-Opbs; im Gegenteil der Mehrverbrauch 
an QO, erreichte 3—4 Atome pro Moi p-Opbs. 











pels cll eels ciillwels cil | 
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10. EinfluB von Pyrophosphat 





O,-Verbrauch mm’ 











Schiittelfrequenz: 60/Min. 


Das Pyrophosphat hat etwas gehemmt, aber der Verbrauch liegt immer 
noch tiber 2 Atomen pro Mol. p-Opbs. 


11. EinfluB von H,S 





neck & Sdn, Mehrverbrauch 

R: 3ccm Suspension 387 _214 
B: 1mg p-Opbs 
R: 3ccem Suspension 173 
B: leem Puffer pq 7,6 
R: 3ccm Suspension 324 
B: 1mg p-Opbs + 22,3 mg Mittel: 316 

Na,P,0, - 10 H,O 307 160 
R: 3ccem Suspension 150 
B: leem Puffer py 7,6 +- Mittel: 156 

22,3 mg Na,P,O,-10 H,O | 162 


Durch die entsprechenden Suspensionen wurde 4 Min. lang H,S ge- 
leitet, wodurch diese sich griinlich farbten. 





O,-Verbrauch mm$ 
nach 2 Stdn. 


Mehrverbrauch 
fiir 1mg p-Opbs 





bid tid tid Oi 


: 3cem Suspension 
: lmg p-Opbs 


: 3cem Suspension 
: leem Puffer py 7,6 


: 3eccm H,S-Suspension 
: 1mg p-Opbs 


: 3ecm H,S-Suspension 


leem Puffer py 7,6 





517 
298 
888 


rt Mittel: $22 


Schiittelfrequenz: 60/Min. 


H,S erhéht die Leeratmung bedeutend. Die p-Opbs hat keinen groSen 
Einfluls mehr auf den O,-Verbrauch. 


12. Einflu8 von Thiosulfat 





219 


66 





2 7 
O,-Verbrauch mm | 


nach 2 Stdn. 


Mehrverbrauch 





: 3cem Suspension 
: lmg p-Opbs 


: 3cem Suspension 

: leem Puffer pq 7,6 

: 3cecem Suspension 

: Lmg p-Opbs + 12,4 mg 


Na,8,0, - 5 H,O 


: 3ecem Suspension 
: leem Puffer pq 


7,6 
12,4mg Na,S,O, - 5 H,O 





287 
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Thiosulfat scheint selbst etwas O, zu verbrauchen, hemmt aber nicht 


die Oxydation der p-Opbs. 


Im folgenden Versuch wurde der Einflu8 des Thiosulfates auf die 
Autoxydation der p-Opbs gepriift. Es steigert sie, wird aber selbst nicht 





O,-Verbrauch mm? nach 2 Stdn. 








autoxydiert. 

R: 3cem Puffer pq 7,6 52 

B: lmg p-Opbs 53 

R: 3cem Puffer py 7,6 96 

B: 1mg p-Opbs + 1mg Na,§S,0; - Mittel: 

d 104 

R: 3cem Puffer pg 

B: leem Puffer pq lmg praktisch 0 
Na,$,0,; - 5 H,O 


Schiittelfrequenz: 60/Min. 


100 


13. Einflu8 von Thioharnstoff und Methylthiouracil 





O,-Verbrauch mm? 
nach 2 Stdn. 


Mehrverbrauch 





R: 3cem Suspension 
B: 2mg p-Opbs 


R: 3cem Suspension 


B: 2mg Thioharnstoff 


R: 3ccm Suspension 


B: leem Puffer pq 7,6 





“eee 
82] Mitel: 820 


er 
486 Mittel: 488 


a Mittel: 478 





Schiittelfrequenz: 66/Min. 


342 


10 (innerhalb der 
Streuung der 
Leerversuche) 


Thioharnstoff wird von der Lebersuspension nicht angegriffen. 





O,-Verbrauch mm 
nach 2 Stdn. 


Mehrverbrauch 





: 3cem Suspension 
: 2mg p-Opbs 


: 3eem Suspension 


wa wa 


harnstoff 


: 3ecm Suspension 


Wa 


: 2mg p-Opbs'+ 2 mg Thio- 





: leem Puffer pq 7,6 


ta Mittel: 587 


756 
Mittel: 795 
834 


482 





Schiittelfrequenz: 94/Min. 


In Gegenwart von Thioharnstoff verbraucht p-Opbs in der S uspension 
bedeutend mehr O,. Es handelt sich dabei um einen direkten Einflu8 des 


Thioharnstoffes auf die p-Opbs, wie der folgende Versuch zeigt. 








tient tee 


Mm 
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Q,-Verbrauch mm? 
L naan & Bide. Mehrverbrauch 





R: 3ccm Puffer pq 7,6 134 wei. , 

B: 2mg p-Opbs 122 Mittel: 128 

R: 3cem Puffer pg 7,6 235 

B: 2mg p-Opbs + 2 mg Thio- Mittel: 233 105 
harnstoff 230 

R: 3cem Puffer pq 7,6 praktisch 0 

B: 2mg Thioharnstoff 


Schiittelfrequenz: wechselnd 














ban gg 7 oa Mehrverbrauch 
R: 3eem Puffer py 7,6 131 4,¢. Sie 
B: 2mg p-Opbs 125 Mittel: 128 
R: 3ccm Puffer pg 7,6 228 
B: 2mg p-Opbs + 2 mg Thio- Mittel: 215 87 . 
harnstoff 202 
R: 3cem Puffer pq 7,6 praktisch 0 
B: 2mg Thioharnstoff 


Schiittelfrequenz: 80—100/Min. 


Der Ansatz mit p-Opbs und Thioharnstoff war am SchluB stirker 
gelbbraun gefairbt als der mit p-Opbs allein. Thioharnstoff allein verfarbte 
sich nicht. 

















Tab. 1. 
Gewicht bee ag Schiittel- O,-Verbrauch mm? 
ler Ratte er 1N10- frequenz = 
’ : harnstoff ia * H | L : | H—L 
g mg pro Min. nach 2 Stdn. 
300 1000 68—98 346 250 
352 275 
361 290 
Mittel 353 272 81 
nach 23/, Stdn. 
145 250 76 311 176 
304 167 
316 
Mittel 310 2 138 
nach 2 Stdn. ie Vil 
161 400 94 153 84 | (interpoliert) 
160 | 85 | 
179 | 
Mittel 164 85 79 
102 500 84 212 135 
227 134 
Mittel 220 135 85 
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Von den beiden Ansitzen p-Opbs in Puffer sowie p-Opbs und Thio- 
harnstoff in Puffer wurde mit Filter $50 und 10mm Schichtdicke die 
Durchlassigkeit im Stufenphotometer gemessen. In der Vergleichskiivette 
war jedesmal Thioharnstoff in Puffer allein. Im ersten Fall betrug sie 94%, 
im zweiten 63%. 

Der Ansatz mit p-Opbs und Puffer gab eine intensive, der mit p-Opbs 
und Thioharnstoff eine schwache Millonsche Reaktion. 

Da sich in diesen Versuchen nicht zeigte, ob Thioharnstoff das Ferment 
beeinfluBt, wurde mannlichen Ratten eine wiBrige Lésung von Thioharn- 
stoff unter die Riickenhaut gespritzt; aus den Lebern dieser Tiere wurde 
eine Suspension hergestellt und deren Fahigkeit, p-Opbs zu oxydieren, in 
der iiblichen Weise gepriift. 

Ansatz: 3,0 cem Suspension (im ersten Versuch 3,0 ccm Brei), 2 mg 
p-Opbs in 1,0 cem Puffer (py 7,6) in den Hauptversuchen (H), dafiir 1,0 ccm 
Puffer in den Leerversuchen (L): (Tab. 1). 

Die Lebern dieser Tiere waren auffallend bla8. 

Der Sauerstoffverbrauch erreichte, mit Ausnahme des 2. Versuches, 
nicht 1 Atom pro Mol. p-Opbs (124,5 mm‘). Somit scheint Thioharnstoff 
das Ferment zu hemmen. 

Der Einflu8 von Methylthiouracil wurde in derselben Weise gepriift 
(Tab. 2). 





























Tab, 2. 
cl verabreich- | go. 
Pag ov ll tes Methy!l- erate O,-Verbrauch mm§ nach 2 Stdn. 
thiouracil 
g mg pro Min. H | L H—L 

140 190 132 139 113 
147 aa% 
142 126 

Mittel 143 117 26 
73 70 140 108 68 
115 85 
108 90 

Mittel 110 81 29 
286 170 106 554 480 
581 448 
442 

Mittel 568 457 111 
386 250 100 279 209 
298 178 

Mittel 289 194 95 
342 380 130 402 281 
377 272 
391 313 

Mitt21 390 289 101 

140 190 * 462 

528 357 
513 361 

Mittel 521 359 162 








Auch hier liegen die Werte, mit Ausnahme des letzten Versuches, fiir 
den Mehrverbrauch an O, unter einem Atom pro Mol. p-Opbs. 
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14, Hinflu& von Cystin- und Methioninzulagen zum Futter 

10 Ratten mit einem Anfangsgéwicht von 35—50 g erhielten 5—7 Mc- 
nate lang ein Futter folgender Zusammensetzung: Waldhof-Néhrhefe 
24,0 g, Bierhefe (feucht) 7,0 g, Gerste (ganze Kérner) 15,0 g, Starke 54,3 g, 
Traubenzucker 6,56 g, Lebertran 2,88 g, Salzgemisch nach Mc Collum 3,65 g, 
priméres Calciumphosphat 1,3 g. 

Eine weitere Gruppe von 10 gleich schweren Ratten erhielt ungefahr 
ebenso lange das gleiche Futter mit einer Zulage von 0,24 g J-Cystin. Von 
jeder Gruppe wurden sechs Tiere getétet und die aus ihren Lebern her- 
gestellte Zellsuspension auf p-Opbs einwirken gelassen. In der nachfolgenden 
Tabelle ist angegeben, wie viel O, die Zellsuspensionen in Gegenwart von 

’ 2mg p-Opbs ‘mehr verbraucht haben. Weiter ist erwahnt, wieviel Tage lang 
sie Jenes Futter erhalten und welches Gewicht sie erreicht haben (Tab. 3). 


























Tab. 3. 
’ O,-Verbrauch 
2 4 2 2 
Ratte _— Endgewicht nish & Mido. 
Nr. g mm 
ohne Cystin 
17 147 175 162 
18 182 162 102 
19 183 151 122 
20 184 158 128 
22 185 193 144 
25 186 168 100 
Mittel 168 126 
mit Cystin 

27 195 191 116 
29 175 194 239 
30 188 171 113 
31 171 161 183 
33 190 179 115 
34 191 221 144 
Mittel 186 152 








Die Cystintiere bauen die p-Opbs etwas besser ab; der Unterschied 
ist aber nicht signifikant. Umgekehrt scheint der geringe Cystingehalt der 
Hefe die oxydative Leistungsfahigkeit der Leber nicht zu beeintrachtigen. 

In den folgenden Versuchen® wurde gepriift, ob Zulage von Cystin oder 
Methionin zu einem optimalen Futter die Fahigkeit der Leber, p-Opbs ab- 
zubauen, beeinfluBt. Dazu wurden junge, eben abgesetzte Ratten von 
33—64 g in vier Gruppen eingeteilt, eine Standardgruppe, eine Cystingruppe, 
die zur Standarddiét noch 0,2 g J-Cystin/100g Futter bekam und zwei 
Methioningruppen, von denen eine 0,25 g d,l-Methionin/100 g Futter (N- 
aquivalente Menge zur Cystinzulage), die andere 0,5 g d,l-Methionin/100 g 
Futter erhielt. Die Standarddiat setzte sich zusammen aus: 21,30 g Mager- 
milchpulver, 1,46 g Trocken-Brauereihefe, 14,95 g Gerste, 55,80 g Weizen- 
stiirke, 2,84 ¢ Lebertran und 3,65 g Salzgemisch nach Mc Collum. 


6 Diese Versuche wurden von Fraulein Renate Asch ausgefiihrt. Vegl. 
ihre Dissertation, Frankfurt a. Main 1950. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 286 4 











50 Uber den Abbau der p-Oxyphenylbrenztraubensiure Bd. 286 (1950) 


Die Cystintiere und ein Teil der Kontrolltiere wurden nach 10 Wochen 
getétet und ihre Lebern auf ihre Fahigkeit, p-Opbs abzubauen, untersucht. 
Die Tiere der beiden Methioningruppen und die restlichen Kontrolltiere 
wurden bereits am Beginn der 6. Versuchswoche getétet, da zu diesem Zeit- 
punkt noch ein scheinbarer Gewichtsunterschied zu beobachten war (Tab. 4). 





























Tab. 4. 
—- ae. Re dg am > licks = 
Gruppe Tage | gewicht | gewicht | y45). p-Opbs ". in oy 
g g Atome mg 
Standardgruppe 80 210 8,1 4,0 1,1 
81 186 8,6 3,1 0,6 
86 202 458 4,0 0,7 
88 221 7,6 2,7 1,0 
94 225 8,1 3,6 1,0 
96 201 753 2,4 1,7 
100 167 6,5 3,9 1,7 
42 242 11,8 2,9 1,6 
45 182 73 4,6 1,0 
51 178 6,4 4,2 1,3 
62 177 a4 3,5 1,8 
69 155 7,0 4,2 1,9 
76 160 7,0 3,8 1,6 
85 153 a4 4,9 1,9 
86 152 6,5 4,7 1,9 
87 143 7,3 3,9 1,7 
Cystingruppe 82 217 8,6 3,4 0,8 
85 234 8,0 2,8 1,0 
0,2 g l-Cystin pro 87 214 8,6 3,8 0,6 
100 g Futter 92 204 7,6 3,1 0,7 
93 200 8,0 3,1 0,5 
95 | 232 9,3 3,3 1,4 
99 230 9,8 2,9 1,5 
101 186 6,8 2,2 1,0 
102 153 6,3 4,8 0,9 
Methioningruppe I 44 197 6,9 4,1 1,4 
52 190 8,0 4,7 0,7 
0,25 g d,l-Methionin 63 187 7,9 4,2 1,3 
pro 100g Futter 65 180 8,1 4,6 1,6 
71 158 7,6 3,6 1,8 
Methioningruppe II 43 231 7,5 3,3 0,9 
49 202 7,9 4,6 1,4 
0,5 g d,l-Methionin 64 180 Ps 4,8 1,5 
pro 100g Futter 70 162 9,5 4,5 1,3 
73 157 8,1 4,7 1,3 








Wie aus der Tabelle hervorgeht, fand sich kein Unterschied in der 
Fihigkeit, p-Opbs abzubauen. Die beim Abbau von einem Mol. p-Opbs ver- 
brauchte Anzahl von Sauerstoffatomen berechneten wir aus der verbrauchten 
Menge Sauerstoff, bezogen auf die tatsiichlich veratmete p-Opbs. Diese 
ergab sich aus dem Betrag, um den die Intensitit der Millonschen Reaktion 
am SchluB des Versuches abgenommen hatte. 
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Zusammenfassung 


Von den Produkten, zu denen -Oxyphenylbenztraubensiure durch 
Rattenleberbrei abgebaut wird, sind bis jetzt 1 Mol. Acetessigsiure und 
2 Mol. Kohlendioxyd bekannt. Daneben entsteht in kleiner Menge Milch- 
siure oder eine ihr ahnliche Substanz. 

Acetessigsiure lit sich als solche durch die Umbelliferonprobe 
noch nachweisen. 

Ein Mol. #-Opbs verbraucht in stark zerkleinerter Leber rund 
4 Atome Sauerstoff. 

Das beteiligte Fermentsystem wird durch Kohlenoxyd, Cyanid, 
Pyrophosphat und Thiosulfat nicht gehemmt. 

Schwefelwasserstoff steigert die Atmung des" Leerversuchs. 

Wenn Ratten mit Thioharnstoff und Methylthiouracil behandelt 
werden, so baut eine aus ihren Lebern hergestellte Zellsuspension £-Opbs 
schlechter ab. 

Zulage von Cystin oder Methionin zum Futter hat keinen wesent- 
lichen Einflu8 auf die oxydative Leistungsfaihigkeit der Lebern von 
Ratten. 

Die p-Oxyphenylbrenztraubenséure (Testacid) hat uns wieder die 


Chemiewerk Bad Homburg A.-G. in freundlicher Weise zur Verfiigung 
gestellt, wofiir ihr auch an dieser Stelle gedankt sei. 


Uber die hydrolytische und fermentative Spaltung einiger Ester 
von Betainen 


Von 
Erich Strack und Horst Frunder 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15, April 1950) 


Die Beobachtung, daB tiereigene Trimethylbetaine hochaktive 
Derivate ergeben, unter denen sich die Methylester! dem Acetylcholin 
in Reaktionsweise und Reizkraft ahnlich verhalten, warf die Frage auf, 
ob nicht auch sie, wie jenes kérpereigene Gewebshormon im physiolo- 
gischen Geschehen eingesetzt werden. Die chemisch-strukturellen Ver- 
haltnisse, die hohe Wirkungsdifferenz zwischen Grundstoff und Derivat 
und die leichte gegenseitige Umwandelbarkeit lassen die Wirkungs- 
partner Betain-Betainester in nicht geringerem Grade als Reizsystem 
geeignet erscheinen als die Wirkungspartner Cholin-Acetylcholin. 

Eine wichtige Teilreaktion in solchem Reizsystem ist die rasche 
und gezielte Zerlegung des aktiven Derivates. Sie vollzieht beim Acetyl- 


1 FE. Strack u. K. Foérsterling, diese Z. 285, 207 [1950]. 
4* 





















































Erich Strack und Horst Frunder, Bd. 286 (1950) 





52 


cholin die spezifisch eingestellte Cholinesterase. DaB diese bei unseren 
Betainestern nicht wirkt, ergaben die schon 1937 an Crotonsiurebetain- 
estern erhobenen Befunde bei Testungen am rectus abdominis des 
Frosches?, die wir in den nachfolgenden Jahren an 20 weiteren Estern 
von Betainen bestitigt fanden: Nach Sensibilisieren mit Physostigmin, 
also Ausschaltung der Cholinesterase, erfuhren unsere Ester keine 
Wirkungssteigerung. 

Obwohl diese Feststellungen unsere obige Frage in negativem 
Sinne beantworteten, schien es uns doch notwendig, die Entscheidung 
auf eine breitere Basis zu stellen. Die Spaltbarkeit der Betainester hat 
zudem nicht geringes Interesse fiir die biologische Betainbestimmung 
und fiir einen arzneilichen Einsatz der Betainester. Insbesondere war 
in der quergestreiften Muskulatur nach einem spaltenden Prinzip zu 
fahnden, denn in ihr sind regelmaBig gréBere Konzentrationen an Be- 
tainen zu finden. : 

Kiirzlich berichteten Burgen und Hobbiger®, da Crotonsiure- 
betain-methylester die Esterasewirkung hemmt. Der Ester adsorbiert 
die Esterase, diese vermag ihn aber in der Folge nicht zu spalten. Sie 
ist deshalb festgelegt und einer weiteren Wirkung entzogen. Beim 
Crotonsiurebetain-benzylester fanden die Autoren ebenfalls nur eine 
geringe Spaltung. Ahnlich verhalten sich auch andere quartiire Basen- 
ester 4, 

In der vorliegenden Mitteilung haben wir die Spaltbarkeit von vier 
homologen Estern des f-Homobetains, (CH,);N* - CH, - CN, -COO-, 
(des Methyl-. Athyl- -Propyl-, -Butyl-Esters) und vom Methylester 
des Gykokollbetains, (CH;),;N* - CH, -COO-, durch Serum-, Pankreas- 
und Leberesterasen sowie durch Muskelbrei gepriift und einige fiir die 
Bestimmung und den Einsatz der Ester gewichtige Milieueinfliisse 
studiert. 

Unser Verfahren, die hydrolytische und fermentative Spaltung zu 
messen, beruht auf der Fiahigkeit der Betainester, den nicht sensibili- 
sierten Froschrektus zur Kontraktion zu bringen®. Da Spaltung und 
Aktivititsverlust parallel gehen, sind im Vergleich mit bekannten Mengen 
quantitative Bestimmungen méglich. Die Fehlerbreite bei unseren 
Priifungen war + 5°, und — 10%. Sie liBt geringere Spaltungen als 
nicht real erscheinen. Da aber der physiologische Einsatz der Betain- 
ester groBe und schnelle Spaltungen erfordert, ist die Empfindlichkeit 
der Methodik fiir unserere aufgeworfene Frage durchaus entscheidend. 

Als Badfliissigkeit fiir den Froschrektus und als Lésungsmittel fiir 
die Betainester benutzen wir G6thlinsche Lésung, in der sich bei der 
Messung ein py von 8,2 einstellt. Die Art der Lésung und in ihr bewirkte 
Milieudinderungen beeinflussen trotz der relativen Unempfindlichkeit 
des Froschmuskels die Bestimmungen zuweilen doch in so groBem MaBe, 
2 Dieselben, diese Z. 257, 1 [1938]. 

3 A. S. V. Burgen u. F. Hobbiger, Brit. J. Pharmacol. 4, 229 [1949]. 
4 FE. Werle, Fermentforsch. 17, 230 [1943]. 
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daB man sie nicht vernachlissigen darf, wie es bei biologischen Be- 
stimmungen aus tierischem Material auch fiir das Acetylcholin haufiger 
geschehen ist. Kommen Fremdstoffe in die Priiflésung, wie es bei Ex- 
trakten und von den Fermentspaltungsansitzen her der Fall zu sein 
pflegt, so treten Stérungen auf. Schon verhialtnismaBig geringe Kon- 
zentrationen an Glycerin, Alkohol und NH,-Ionen verandern die Kon- 
traktionsgr6Be wesentlich und haben unter Umstinden auch schon 
Eigenwirkungen. Genaue Werte erhalt man nur dann, wenn die Ver- 
gleichslésungen gleichartig zusammengesetzt sind, was wir bei unseren 
Ermittelungen der Fermentspaltungen durchfiihrten. 

Die Wasserstoffionenkonzentration nimmt in mehrfacher Weise 
EinfluB. Sie bestimmt die hydrolytische Spaltung der gelésten Ester, 
sie andert die Ansprechbarkeit des Muskels und sie kénnte einen Wir- 
kungswandel der Reizstoffe bewirken, wie er in neuerer Zeit 6fter 
studiert wurde, so z. B. von Ther’ fiir das Adrenalin am Froschherzen. 

Andern wir das py der Priiflésung zwischen 5,8 und 10 0, so steigt 
die Wirkung einer bestimmten Estermenge bis auf das Vier- und Mehr- 
fache an. In den dazwischen liegenden py-Bereichen ist dieser Effekt 
nicht streng der py-Anderung parallel. Den extremen py-Werten zu 
ist die Anderung des Wirkungsgrades besonders kraftig. Loésungen mit 
den beschriebenen py-Werten ohne Reizstoff sind wirkungslos. Bei 
alkalischem x treten haiufig Spontanbewegungen auf, wie sie auch in 
der Abb. 1 Kurve 3 zum Ausdruck kommen. 

Um zu klaren, ob die Wirkungsinderung am aktiven Stoff auf 
Grund seiner veriinderten Ladung, Dissoziation usw. hingt, haben wir 
unter gleichen Bedingungen KC]-Kontraktionen untersucht. Der Zu- 





Abb. 1. Musculus rectus abdominis, rana temporaria (Herbst), nicht 


sensibilisiert. 
1. 12,5 y°%, #-Homobetain-methylester (= HBM) in Géthlinscher Lésung 
vom py 8,2 (= G—L). — 2. 25y% HBM; G—L. — 3. 25% HBM; 


20ccm G—L + 0,12 cem n/1-NaOH, py 10,0. — 4. 25% HBM; 20 ccm 
G—L + 0,16 cem n/1-HCl, py 5,8. — 5. 25¥% HBM; G—L. 


5 L. Ther, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
204, 571 [1947]. 
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stand dieses Salzes wird in Lésung durch wechselndes fq kaum beein- 
fluBt. Die Versuche ergeben, daB seine Reizkraft gleich py-abhangig 
ist, wie die unserer Ester. Die beobachtete /g-Abhingigkeit muB dem- 
zufolge im Organ zu suchen sein, ist also eine Ansprechbarkeitsinderung 
(siehe auch Abb. 1 und 2). 





Abb. 2. Musculus rectus abdominis, rana temporaria (Herbst), nicht 
sensibilisiert. 
1. 25y% #-Homobetain-methylester (= HBM) in Géthlinscher Lésung 
(= G—L) vom pg 8,2. — 2. 25»% HBM, sofort nach Herstellung des 
Hydrolysenansatzes gepriift. Badlésung: 19 cem G—-L + 1 cem des Hydro- 
lysenansatzes: 100ccm 500y°, HBM in dest. Wasser, die 20cem 2,5- 
n. NH,-NH,Cl-Pufferlésung vom pg 8,2 enthielten. — 3. Wie 2, nach 
1 Stde. Hydrolyse bei 30° C. — 4. Wie 2, nach 2 Stdn. Hydrolyse bei 30° C. 
— 5. 25y% HBM, sofort gepriift. Badlésung: 19cem G—L + lccm 
des Hydrolysenansatzes: 100 cem 500 y °% HB. in dest. Wasser, die 20 ccm 
m/15-Phosphatpuffer vom py 6,0 enthielten. — 6. Wie 5, nach 2 Stdn. 
Hydrolyse bei 30°C. — 7. 25% HBM, sofort gepriift. Badlésung: 19 ccm 
G—L + leem des Hydrolysenansatzes: 100 ccm 500y°% HBM in dest. 
Wasser, die 20cem Phosphatpuffer vom pq 7,0 enthielten. — 8. Wie 7, 
nach 1 Stde. Hydrolyse bei 30°C. 


Die Abb. 1 zeigt die WirkungsgréBen vom /-Homobetain-methyl- 
ester, der in Gestalt des Jodides verwendet wurde, bei verschiedenem 
fu. Den Kurven 2—5 liegt die Wirkung von 25 y% B-Homobetain- 
methylester bei verschiedenem fq zugrunde. Die KontraktionsgréBe 
in Géthlinscher Lésung zeigen die Kurven 2 und 5, die zugleich be- 
weisen, daB der Muskel gleich reaktionsfiihig geblieben ist. Kurve 3 
gibt den Effekt bei pu 10,0 und die Kurve 4 den bei J 5,8 wieder. In 
diesem Versuch ist der Wirkungsunterschied der gleichen Reizstoff- 
menge bei den g-Extremen so groB, dab etwa die 8—10-fache Menge 
von Reizstoff nétig wire, um bei gleich gehaltenem fy einen gleichen 
Steigerungseffekt zu erzielen. An der Reizkraft von 25y%, in G6thlin- 
scher Lésung gemessen, entspriiche die Wirkung beim pg 5,8 etwa 
8—10 y%, bei fx 10,0 etwa 100 y%. 

Die Abb. 2 gibt ein Beispiel fiir den Verlauf von Hydrolyse und 
fermentativer Spaltung. Ein Unterschied zwischen den beiden parallel 
angesetzten Versuchsreihen besteht nicht. Abb. 2 zeigt die Wirkung 








zs Ores = 6 — aA mB. 
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der reinen Hydrolyse, und zwar bei pq 8,9 (Kurven 2, 3 und 4), bei py, 
6,0 (Kurven 5 und 6) und, bei fu 7,0 (Kurven 7 und 8). Man ersieht die 
eben beschriebene Jq-Abhangigkeit der Wirkung einer gleichen -Homo- 
betainmethylestermenge von 25 y%, die diesmal in Gestalt ihres Per- 
chlorates verwendet wurde. Bei py 8,9 sind nach 1 Stde. etwa 20% und 
nach 2 Stdn. etwa 25% hydrolytisch gespalten worden. Bei px 6,0 ist 
nach 2 Stdn. praktisch keine Spaltung, bei fq 7,0 nach 1 Stde. eine 
etwa 10-proz. Spaltung nachweisbar. Hierbei ist eine zusitzliche Reiz- 
wirkung bei ~, 8,9 zu bemerken, zustandegekommen durch die An- 
wesenheit von NH,-Ionen aus dem alkalischen Puffer. 

Uber den Einflu8 des #g auf die Hydrolyse der Einzelester gibt 
Tab. 1 hinreichend Auskunft. Nach 2 Stdn. ist bei pg 6,0 weniger als 
5% gespalten. Bei fq 7,0 betragt die Spaltung 10—20% und bei x 
8,9 liegt sie bei 3 der Ester wesentlich héher als 50%. Am stabilsten 
erwies sich der 6-Homobetain-methylester. 


Tab. 1. Spaltung und Wirkungsabnahme der Betainester in %. 





Ester des £-Homobetains — 
” ain- 
Methyl- Athyl- n-Propyl- n-Butyl- | methytester 
PH }1 Stde. 2 Stdn.}1 Stde. 2 Stdn.J1 Stde. 2 Stdn.}1 Stde. 2 Stdn.j1 Stde. 2 Stdn. 





20 25] <50 — <50 — 20 30} <50 


Hydrolyse 8, ea 
7 10 15 10 15 15 20 15 20 10 15 











9 
bei 30°C ,0 
6,0} >5 5 >5 5 >5 5 >5 5 >5 5 

Lebereste- 8,9 20 25} <50 —j|]<50 — 20 30 | <50 — 

rasespal- 7,0 10 15 10 15 15 20 15 =: 20 10 15 

tung (30°C)6,0/ >5 5! >5 51 >5 5] >5 5] >5 5 
Pankreasli- 8,9 20 25}; <50 —j]<50 — 20 30} <50 — 

pasespal- 7,0 10 15 10 16] .15 20 15 .20 100. — 

tung (30°C) 6,0}; >5 5 >5 5 >5 5 >5 5 >5 5 
Serumester- 

asespaltung. 

Zusatz von 

1—50 % Meer- 

schweinchen- 5 10 5 10 10 — 10 20 10 10 

serum. K- 

Ringerlés. 

Zimmertemp. 


etwa 20°C (pg 
der Ringerlés. 
7,05) 

















Die fermentativen Spaltungen lassen einen Einflu8 der Fermente 
nicht erkennen. Die SpaltungsgréBen iiberschreiten den hydrolytischen 
Zerfall nicht merkbar. Auch die Versuche, in denen in K-Ringer ge- 
léster Betainester mit Muskelbrei zusammengegeben wurde, ergaben 
die Bestaéndigkeit der Betainester. Im gleichen Sinne der Nichtbeein- 
flussung fielen Syntheseversuche mit Muskelbrei aus, in welchem /- 
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Homobetain und Alkohole zu Muskelbrei gegeben wurden, der in K- 
Ringer suspendiert war. Nach 2-stdg. StehenJassen bei 37° C war keine 
Zunahme der Aktivitét nachweisbar. 

Da die py-abhingige Eigenhydrolyse bei saurer und neutraler 
Reaktion nur gering ist und Magen- und Darmfermente die Stoffe nicht 
zerlegen, ist eine enterale Zufuhr der Betainester méglich. Auch bei 
subeutaner Zufuhr am Meerschweinchen tritt eine starke und langer 
anhaltende Wirkung der /-Homobetainester auf: Starkere Salivation, 
Diarrhéen, Tranenflu8, motorische Unruhe, drtliche Stoffwechsel- 
beeinflussung und Erscheinungen, wie sie spiter Burgen und Hob- 
biger* fiir den Crotonsdiurebetain-methylester beschrieben, wurden 
beobachtet. Diese Befunde waren von Frunder bei Studien von Ge- 
webs-fy-Anderungen insbesondere mit f-Homobetain-methylester er- 
hoben worden’, 


Beschreibung der Versuche 


Verwendet werden die Perchlorate der Betainester’?. Um auszuschlieBen, 
da8 das Perchloratanion die fermentativen Spaltungen stért, werden einige 
Ansatze der Jodide vergleichend gepriift. Die Salze verhalten sich gleich. 

Die benutzten Esterasen werden nach den iiblichen Verfahren dar- 
gestellt*®. Ihr Aktivitatsgrad wird unmittelbar vor jedem Spaltungsversuch 
festgelegt. Aus den Aceton-Ather Trockenpraiparaten von Schweinepankreas 
und Pferdeleber werden Ausziige teils mit n/40-NH,, teils mit Glycerin ge- 
macht. Die Aktivitét wird nach Willstatter und Memmen® am Butter- 
siuremethylester als Substrat (bei der Pankreaslipase mit ausgleichenden 
Aktivierungs- und Hemmungszusiatzen, bei der Leberesterase ohne diese) be- 
stimmt. Fiir die Versuche mit Mischesterasen wird frisches Meerschweinchen- 
serum benutzt, das neben Cholinesterase auch reichlich Pseudocholinester- 
asen enthalt. Alle Fermentpraparate erwiesen sich als hochwirksam. 

Das Testorgan, der musculus rectus abdominis von rana temporaria 
wird unsensibilisiert verwendet. Die erzeugten Kontraktionen werden wie 
iiblich kymographisch aufgezeichnet. MefSgré8e ist die Kurvenhéhe, die 
nach 15 Min. entstanden ist. Die vorhandene Aktivitaét wird im Vergleich 
mit einer bekannten Menge des Esters bestimmt. Apparatur und Technik 
sind wie friiher beschrieben*® !° Badfliissigkeit ist Gé6thlinsche Lésung 
von der ‘Zusammensetzung: NaCl 0,65%; NaHCO, 0,10°%; KCl 0,01%; 
CaCl, 0,02°%; Na,HPO, 0,0018%; NaH,PO, 0,0016%. Dem Bad von 20 ccm 
Gesamtlésung ist je nach Wirksamkeit 0,5—2,0 cem der zu priifenden Be- 
tainesterlésung zugegeben. 

Die Betainesterkonzentrationen werden so gewahlt, daB in den 
zur Prifung genommenen 0,5-—-2,0ccm gleich jene Reizdosis vorhanden 
ist, die zur Badfliissigkeit gegeben, eine mittelgroie Kontraktion des Muskels 
erzeugt: Fiir Versuchs- und Kontrollansiitze war dies meist vom Homo- 
betainmethylester und -athylester eine 0,5—-1,0 mg-proz. Lésung, vom 
n-Propyl- und vom n-Butylester eine 5 mg-proz. Lésung und vom Glykokoll- 
betainmethylester eine 40 mg-proz. Lésung. Nach der Messung wird unter 


6° H. Frunder, nicht veréffentlichte Versuche. Habil. Arbeit, Leipzig 
1950. 

7 F. Hentsch, Diss. Philos. Fakultaét, Leipzig 1950. 

8 E. Waldschmitz-Leitz u. A. Schaffner, Method. d. Ferment- 
forsch., Bd. II, 8. 1560, Thieme Leipzig 1941. 

® R. Willstatter u. F. Memmen, diese Z. 138, 229 [1924]. 
10 KE. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 277, 74 [1942]. 
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dreimaligem Badwechsel eine Pause von 45 Min. eingehalten. In dieser 
Zeit ist ein stérendes Nachlassen des Muskels vermieden. 

Die Streuungsbreite bei unseren Versuchen betrigt -+- 5 und — 10%. 
Genauere Messungen lassen sich nur unter ganz besonderen Bedingungen 
durchfiihren. Leider gehen aus der Arbeit von Burgen und Hobbiger® 
die diesbeziiglichen Einzelheiten nicht geniigend hervor, so dafi deren engere 
Begrenzungen mit unseren Befunden und Erfahrungen nicht kritisch ver- 
glichen werden kénnen. Unsere Angabe — kleiner als 5° — driickt diese 
Unsicherheit der biologischen Bestimmung aus. Unsere Angabe — gréBer 
als 50% — besagt, daB eine genauere Festlegung des Aktivititsverlustes 
iiber diese 50% als Mindestspaltung unterlassen ist, da die exakten Werte 
ohne wesentliche Bedeutung fiir die aufgeworfene Fragestellung sind. 

Konstante pq-Werte bei den Fermentversuchen und den hydroly- 
tischen Kontrollen werden eingestellt: 100 ccm Ansatz enthalt 5—20 ccm 
2,5-n. NH,-NH,Cl-Puffer fiir py 8,9 und 10—20ccm der m/15-Phosphat- 
a fiir py 7 und pg 6. — Zur Entscheidung dariiber, ob die beobachteten 

irkungsunterschiede py-bedingt oder aber von den Fremdionen aus zu- 
gesetzter Pufferlésung maSgeblich hervorgerufen sind, wird zu 20 ccm einer 
priiffertigen Esterlésung in Géthlinscher Lésung n/1-HCl bzw. n/1-NaOH 
zugegeben. 0,12ccm n/1-NaOH ergaben ein pg von 10,0 und 0,16 ccm 
n/1-HCl ein pg von 5,8. Die pq-Werte werden unmittelbar vor dem Ver- 
such elektrometrisch mit der Kugelglaselektrode bestimmt. 

Die KCl-Kontraktion wird mit 2 ccm n/5-KCl + 18 cem Géthlinscher 
Lésung hervorgerufen. Das pq von 5,8 bzw. von 10,0 wird ebenfalls durch 
0,16cem n/1-HCl bzw. 0,12 cem n/1-NaOH erzielt. 

Die hydrolytischen und fermentativen Spaltungen werden 
bei Temperaturen von 30°, 37°C und bei Zimmertemperatur angesetzt. 
Die erhéhte Temperatur macht sich im alkalischen Milieu als beschleunigend 
bemerkbar, im neutralen bzw. sauren pq kann ein Effekt nicht mit Sicher- 
heit nachgewiesen werden. Die Spaltungsgré8e ist bei den gepriiften Estern 
verschieden, abhangig von der Esterart, vom pq und gegebenenfalls von 
der Temperatur. Da die Einzelergebnisse keine Besonderheiten bieten, seien 
sie hier nicht aufgefiihrt. Die Ergebnisse zugehériger Versuche schwanken 
nur wenig. Tab. 1 gibt ihre jeweiligen Mittelwerte. Im alkalischen Ansatz, 
Px 8,9, ist die Wirkung einer frisch hergestellten mittelstarken Lésung 
schon nach | Stde. véllig geschwunden, in Tab. 1 ebenfalls als < 50% be- 
zeichnet. Die hydrolytische Spaltung bei pq 7 und py 6 ist viel geringer, 
abnehmend mit dem sauren pg. | 

Fermentspaltungsversuche: 1. Von frisch gewonnenem Meer- 
schweinchen-Serum, das besonders reich an Pseudocholinesterase ist, 
wird 1ccm in K-Ringer Lésung mit 500 y% Acetylcholinjodid zusammen- 
gegeben. Nach 15 Min. Stehenlassen bei Zimmertemperatur ist die Acetyl- 
cholin-Aktivitét nicht mehr nachzuweisen. Die Fermentaktivitat dieses 
Serums gegeniiber Acetylcholin ist demnach eine sehr gute. Vom gleichen 
Serum werden Ansitze, Konzentrationen von 1 bis 50% enthaltend, auf 
die verschiedenen Betainester einwirken lassen. Nach 1 und 2 Stdn. bei 
Zimmertemperatur war in keinem Falle nachweisbar, da die Wirkungs- 
abnahme die rein hydrolytisch bedingte sicher tiberschreitet. —- 2. Ferment- 
ausziige von Pankreaslipase und Leberesterase werden auf ihre Ak- 
tivitat gepriift (bei der Pankreaslipase mit ausgleichender Aktivierung und 
Hemmung): 1—2 ccm spalten im 100 cem Ansatz nach 1 Stde. vom Butter- 
séure-methylester ein Aquivalent von 3—6 n/5-KOH. Sie sind demnach gut 
wirksame Praéparate. — In gleichen nach den eben beschriebenen Bedin- 
gungen durchgefiihrten Ansiaitzen werden Betainester der Wirkung dieser 
Fermente unterworfen. Eine die reine Hydrolyse tiberschreitende Spaltung 
kann nicht mit Sicherheit’ nachgewiesen werden. Die Fermente sind also 
innerhalb der Beobachtungszeit von 2 Stdn. auf Betainester praktisch ohne 
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Wirkung. — 3. Spaltungs- und Syntheseversuche mit Muskel- 
brei: Frischer Meerschweinchenmuskel wird mit Kohlenséureschnee ge- 
froren und im Mérser zerrieben. 2—4g Muskelbrei werden in 100 ccm 
K-Ringerlésung, die 500 y% £-Homobetain-methylester enthalt, suspen- 
diert. Der Wirkungsgrad wird kurz nach der Herstellung bestimmt, der 
Ansatz danach im Wasserbad von 37° gehalten und haufig durchgeschiittelt. 
Nach 1 und 2 Stdn. wird erneut gepriift: Es wird keine verstérkte Spaltung 
der Betainester gegeniiber parallel angesetzten hydrolytischen Spaltungen 
ermittelt. — Fiir die Syntheseversuche werden in 100 cem K-Ringerlésung 
2—4 g Muskelbrei, 40 mg% #-Homobetainchlorid und Methanol von 5 bis 
zu 20% zusammengebracht. Nach 2-stdg. Stehenlassen im Wasserbad von 
37° ist keine nachweisbare Aktivitaét entstanden. 


Zusammenfassung 

1. Ester des $-Homobetains und des Glykokollbetains werden 
durch Serum-, Leber-, Pankreasesterase und durch Muskelbrei nicht 
gespalten. | 

2. Sie erleiden eine py-abhangige hydrolytische Spaltung, die in 
2 Stdn. bei x 6,0 noch nicht nachweisbar ist, bei pg 7,0 10—20%, 
bei py 8,9 von etwa 25% bis 100% betragen kann. 

3. Anderungen im pq der Badlésung vermindern die Ansprech- 
barkeit des Froschrektus bei saurem fy, steigern sie bei alkalischem 
fu bis zum etwa 10-fachen Betrag. 

4. Die Unempfindlichkeit gegen Esterasen und die geringe hydro- 
lytische Spaltbarkeit lassen die Betainester bei enteraler und subcutaner 
Zufuhr kraftige, anhaltende Wirkungen im Tierkérper entfalten. 


Note on the Optical Rotation of Spinacine 
By 
A. Neuberger 
National Institute for Medical Research, Mill Hill, London, N. W. 7; 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2, Mai 1950) 


In a recent paper by S. Skraup and J. Alt! the optical rotations 
of spinacine and of synthetic /(-)-Tetrahydro-[ pyrido-3.4:4.'5’- 
iminazole]-6-carboxylic acid were compared and a value of [a]p: 
—174.6° for the anhydrous synthetic compound was obtained. Refe- 
rence was made in that paper to the preparation of this compound by 
A. Neuberger? in 1945 and a discrepancy in the values of the optical 
rotation was pointed out. The [«]p of —144.5° was given by us for the 
hydrated compound which calculated for the anhydrous compound 
gives [x]p: —175.5°. The figures obtained by Skraup and Alt, and 
Neuberger respectively are therefore in good agreement. 


1 Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 284, 132 [1949]. 
2 Biochem. J. 38, 309 [1944]. 
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Uber die Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsduren 
Ill, Mitteilung 
Von 
W. Kutscher [und M, Schippers 
Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts Heidelberg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1950) 


In der vorhergehenden Mitteilung iiber diesen Gegenstand! wurde 
gezeigt, daB bei Verfiitterung von Bernsteinsaure (BS) als Kalium- oder 
Ammoniumsalz in der Leber bedeutend mehr Glykogen entsteht als 
bei Verwendung von Natriumsalz. Es wurde die Frage aufgeworfen, ob 
es sich hier um eine fordernde Wirkung der Kalium- und Ammoniumionen 
handelt oder um eine hemmende Wirkung der Natriumionen, wie einige 
in der Literatur wiedergegebene Beobachtungen vermuten lassen. 

Zur Klarung dieser Frage wurde eine neue Versuchsreihe durch- 
gefiihrt, wobei die BS als Kalium- und Ammoniumsalz sowie als 
Natriumsalz und als freie Siure an Meerschweinchen verfiittert wurde. 
Der besseren Vertraglichkeit wegen wurde diesmal nur 0,5 g BS ver- 
wendet, so daB die in der vorhergehenden Mitteilung erwahnte Gift- 
wirkung, besonders der Kaliumionen, nicht mehr in Erscheinung trat. 
Die Ergebnisse zeigt Tab. 1, wobei die erste Kolonne jeweils den Prozent- 
gehalt der Leber an Glykogen wiedergibt; die zweite Kolonne gibt die 
absoluten Mengen an Glykogen, entstanden aus 0,5 g verfiitterter BS, 
errechnet unter Zugrundelegung des jeweiligen Lebergewichtes und 
unter Umrechnung auf ein 500g Tier. Sie stellt also die Ausbeute an 
Glykogen dar. 

Tab. 1. 


Meerschweinchen: 0,5 g BS pro 500 g Tier, verfiittert mit der Schlundsonde 

als 10-proz. Lésung, neutralisiert mit der berechneten Menge Bicarbonat. 

Erste Kolonne: g Glykogen pro 100g Leber, zweite Kolonne: g Glykogen 
entstanden aus 0,5g BS und pro 500g Tier. 





Freie Siure Na-Salz K-Salz NH, -Salz 





0,210 0,042 0,245 0,054 0,242 0,043 0,603 0,133 
0,219 0,044 0,482 0,091 0,788 0,159 1,200 = 0,251 
0,525 0,108 0,219 0,045 0,442 0,086 1,220 0,252 
0,110 0,019 0,263 0,069 0,282 0,059 0,669 0,128 
0,322 0,064 0,117 0,020 0,683 0,129 0,942 0,166 
0,336 0,096 0,116 0,020 0,961 0,193 1,655 0,282 


1,052 0,169 
0,528 0,086 
1,290 0,193 
1,815 0,282 
0.501 0,080 





Mittelwerte: 
0,287 0,062 0,240 0,050 0,566 0,111 1,043 0,184 


1 W. Kutscher u. Fr. Krabbenhdéft, diese Z. 285,.77 [1950]. 
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Wie ersichtlich, wird nach Verfiitterung der freien BS etwa ebenso- 
viel Glykogen gebildet wie aus dem Natriumsalz. Nach Verfiitterung des 
Kaliumsalzes entsteht dagegen etwa doppelt so viel Glykogen und nach 
Verfiitterung des Ammoniumsalzes sogar viermal soviel Glykogen als 
bei Verwendung der freien Saure oder des Natriumsalzes. Aus diesem 
Ergebnis darf man den SchluB ziehen, daB das Natriumion unter unseren 
Bedingungen ohne Einflu8 ist. Das Kaliumion und das Ammoniumion 
zeigen dagegen eine eindeutig férdernde Wirkung auf die Glykogen- 
bildung in der Leber. Unsere schon 1943 kurz mitgeteilte Beobachtung? 
kénnen wir damit neuerdings bestatigen. 

In der vorstehenden Versuchsreihe kommt besonders deutlich zum 
Ausdruck, daB die Ammoniumionen die Glykogenbildung in der Leber 
stirker fordern als selbst das Kaliumion. Wie groB diese Glykogenbildung 
tatsachlich ist, ersieht man aus einem Vergleich mit der Glykogenbildung 
nach Verfiitterung der physiologischen Glykogenbildner Glucose oder 
Milchsiure, besonders wenn man die Ausbeute an Glykogen in Pro- 
zenten der verfiitterten Substanz ausdriickt. In der gleichen Versuchs- 
anordnung fanden wir bei Verfiitterung von Glucose an Meerschweinchen 
folgende Ausbeuten an Leberglykogen: 

0,5 g-Glucose pro 500g Tier = 19,6% 
1,0g Glucose pro 500g Tier = 25,8% 
0,5 g BS-NH, pro 500g Tier = 36,8% * 
1,0g BS-NH, pro 500g Tier = 23,4%. 


Die Glykogenbildung aus bernsteinsaurem Ammonium ist erstaunlicher- 
weise mindestens so gut wie aus Glucose; wenn man die kleineren Mengen 
miteinander vergleicht, so scheint sie sogar der Glucose tiberlegen zu 
sein. In vier Fallen (von 11 Versuchen der Tab. 1) wurde bei Verfiitterung 
des Ammoniumsalzes sogar mehr als 50°, der verfiitterten BS als Gly- 
kogen wiedergefunden. Eigenartigerweise wird die Glykogenausbeute 
bei bernsteinsaurem Ammonium schlechter, wenn man gréBere Mengen 
verfiittert, was bei Verfiitterung von Glucose nicht der Fall ist. Da wir 
die gleiche Beobachtung auch bei Verfiitterung des Natriumsalzes ge- 
macht haben, nehmen wir an, daf diese Erscheinung entweder durch 
langsamere Resorption der gréBeren BS-Mengen oder durch stoffwechsel- 
physiologische Gegebenheiten in der Leber bedingt und daher nicht auf 
Rechnung der groBeren Ammoniummengen zu setzen ist. 

Da wir unsere Substanzen mit der Schlundsonde verfiitterten, muB 
man iiberlegen, ob die aufgezeigten Unterschiede in der Glykogen- 
bildung nicht durch eine bessere Resorption der Kalium- und Ammonium- 
salze der BS zu erklaren sind. Bekanntlich steigern die Alkaliionen die 
Permeabilitaét der Zellen in der Reihenfolge: Li < Na < K < NH,. Es ist 
auffallend, daB hier die gleiche Rangordnung besteht wie bei unseren 


2 W. Kutscher u. Fr. Krabbenh6éft, Naturwiss. 81, 210 [1943]. 
* Diese Ausbeuten wurden errechnet aus den Werten der Tab. 1 sowie 
aus den entsprechenden Werten von (1). 
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Glykogenbildungsversuchen. Es ist anzunehmen, daB diese Wirkung der 
Alkaliionen ebenso fiir die Leberzellen gilt, d. h. also fiir den Ubertritt 
der Substanzen aus dem Blut in das Lebergewebe. Dieser Vorgang gehért 
aber unmittelbar zu dem Problem der Beziehungen des Kaliumions zur 
Glykogenbildung. Wir finden in der Literatur keine Belege dafiir, ob die 
obige Permeabilititssteigerung auch fiir die Darmzellen gilt. Dagegen 
finden wir Messungen der Diffusionsgeschwindigkeit von Kationen im 
Darm, wobei NaCl, KCL und NH,Cl miteinander verglichen wurden: 
Kalium- und Ammoniumionen diffundieren gleich schnell und beide 
Kationen diffundieren nur um etwa 20—48% schneller als Natrium- 
ionen. Dies entspricht keinesfalls den von uns beobachteten Unter- 
schieden, denn in unserem Falle wirkt das Ammoniumion bedeutend 
starker glykogenfordernd als das Kaliumion. Zwischen der Wirkung des 
Ammonium- und Kaliumions besteht ein ebenso groBer Unterschied wie 
zwischen dem Kalium- und Natriumion. AuBerdem ist der eigentliche 
glykogenbildende Anteil der verfiitterten Salze die BS oder das bern- 
steinsiurehaltige Anion. Wenn Unterschiede in der Resorptionsgeschwin- 
digkeit fiir die verschieden groBe Glykogenbildung verantwortlich sein 
sollten, so kénnen diese nur durch Unterschiede in der Ionisation des 
Bernsteinsaéureanteils der einzelnen Salze bedingt sein. Unter Beriick- 
sichtigung der groBen Verdiinnung bei der Verfiitterung und der Re- 
sorption der bernsteinsauren Salze im Darm kann wohl angenommen 
werden, daB die Unterschiede in der Ionisation des Bernsteinsiureanteils 
nicht wesentlich sind und keinesfalls zur Erklirung unserer Befunde 
ausreichen. Auch bei der Betrachtung der Léslichkeitsunterschiede der 
verschiedenen Salze der BS kommen wir zu der gleichen SchluBfolgerung. 
Es besteht ein starker Unterschied in der Léslichkeit der freien BS und 
ihres Natriumsalzes: Von der freien Saure lésen sich bei 40° 14,8 g in 
100 cem Wasser, wihrend vom Natriumsalz bei 37,5° in 100 cem Wasser 
43,6 g gelést werden, also etwa dreimal soviel. Genaue Angaben iiber 
die Léslichkeit der Kalium- und Ammoniumsalze der BS haben wir in 
der Literatur nicht gefunden, wissen aber aus eigener Erfahrung, dab 
sich beide ebenso gut, aber nicht wesertlich besser lésen als das Natrium- 
salz. Wenn man also die Léslichkeitsunterschiede beriicksichtigt, dann 
sieht man, daB die drei Alkalisalze untereinander vergleichbar sind und 
in einem starken Gegensatz zur freien Saéure stehen. In unseren Ver- 
suchen war dagegen die Glykogenbildung aus der freien Saéure und ihrem 
Natriumsalz praktisch gleich, aus dem Kalium- und Ammoniumsalz 
aber um ein Vielfaches gréBer. Natiirlich mu8 beriicksichtigt werden, 
daB bei Verfiitterung von freier Siure und ihrem Natriumsalz die Re- 
sorptionsbedingungen im Magen-Darmtraktus einander teilweise an- 
geglichen werden durch die Tatsache, daB die freie Séiure durch das 
Alkali des Pankreassaftes teilweise neutralisiert wird, wihrend das bern- 
steinsaure Natrium bei der Passage durch den Magen durch die Salz- 
siure in seiner Alkalitat teilweise abgestumpft wird. Doch gilt letzterer 
Vorgang wohl in gleicher Weise auch fiir die iibrigen Alkalisalze, so daB 
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auch aus der Betrachtung dieser Vorginge héchstens ein gewisser Unter- 
schied zwischen der freien Saure und den drei Alkalisalzen, aber keines- 
falls, wie in unserem Fall, ein wesentlicher Unterschied zwischen der 
freien Saure und dem Natriumsalz einerseits und dem Kalium- und dem 
Ammoniumsalz andrerseits sich ergeben durfte. 

Obige Betrachtungen iiber die Permeabilitét und Resorptionsver- 
haltnisse der Alkalisalze der BS wurden angeregt durch die bekannten 
Untersuchungen iiber die Wirkung von Kalium und Ammonium auf 
die Garung von Hefezellen. In einer grundlegenden Untersuchung zeigten 
Verzar und Pulver’, daB Hefezellen in den ersten 10 Minuten nach 
Zusatz Glucose und Kalium aus dem umgebenden Milieu aufnehmen. 
In dieser Zeit entsteht in den Hefezellen aus der zugesetzten Glucose 
Glykogen. Wenn die Vergirung des Zuckers einsetzt, wird Kalium 
wieder frei. Das Natrium macht diese Bewegung nicht mit. Aus diesen 
Versuchen ergibt sich in eindrucksvoller Weise, daB der Glykogenaufbau 
aus Glucose mit dem Kaliumstoffwechsel gekoppelt ist. Conway und 
O’Malley* konnten zeigen, daB das Kalium durch Ammonium ersetzt 
werden kann, und daB dann das NH, dieselben Verinderungen mit- 
macht. Diese Wirkung von Kalium- und Ammoniumionen auf lebende 
Hefezellen, die sich in einer Férderung der Girung aéuBert und auch von 
anderen Beobachtern bestatigt wurde, erkliren diese Autoren auf der 
Basis eines Donnan-Gleichgewichtes, d. h. durch Permeabilitatsunter- 
schiede der Alkaliionen. Die Hefezellen sollen fiir Kalium- und Ammo- 
nium-Ionen sowie fiir H+ permeabel, fiir Na+ dagegen impermeabel sein. 
Wenn also H+ herausdiffundiert, wird K+ oder NH,* zur Aufrecht- 
erhaltung des Ionengleichgewichtes hineindiffundieren miissen. 


Diese Anschauung scheint uns widerlegt durch eine neuere Arbeit 
von Muntz®5, der zeigen konnte, daB auch im kurz dialysierten Hefe- 
Macerationssaft die Vergirung von Glucose durch Zusatz von K+ oder 
NH,* stark (bis zum vollen urspriinglichen Wert) reaktiviert wird, was 
durch keinen anderen Zusatz in diesem Ausmafe erreicht werden kann. 
Die fordernde Wirkung der Kalium- und Ammoniumionen ist also auch 
im zellfreien Hefeextrakt voll nachweisbar. Ein derartiger Hefesaft 
vergirt Hexosediphosphorsaiure sowie Phosphoglycerinsiiure auch ohne 
K* oder NH,* glatt. Setzt man diesem Hefesaft Glucose zu, so hauft sich 
Hexosemonophosphat an, eine Vergirung tritt aber erst ein, wenn man 
K* oder NH,* zugibt. Daraus wird der Schlu8 gezogen, daB K- und 
NH,-Ionen fiir die Phosphorylierung von Hexosemonophosphat (viel- 
leicht Fructose-6-phosphorsiure) zu Hexosediphosphorsiure bendtigt 
werden. Interessanterweise sind alle Versuche von Muntz in Gegen- 
wart von 0,l-m. Succinatpuffer (fy 6, 0,4 com Puffer in einem Gesamt- 
volumen von 1 cem) ausgefiihrt. Der Mitwirkung der BS an diesem 


3 Verzaru. Pulver, Helv. chim. Acta 23, 1087 [1940]; 24, 272 [1941]. 
* Conway u. E.O’ Malley, Biochem. J. 40, 59 [1946]. 
5 J. A.Muntz, J. biol. Chemistry 171, 653 [1947]. 
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ProzeB schenkt Muntz keine Beachtung, doch wire es interessant, dies 
zu untersuchen. 

Boyer, Lardy und Phillips® untersuchten Muskelextrakt und 
zeigten, daB auch hier sowohl die Kalium- wie die NH,-Ionen férdernd 
wirken ; sie werden fiir die Ubertragung des Phosphates von der Phospho- 
brenztraubenséure auf die Adenosin-diphosphorsiure bendétigt, nach 
der Gleichung: 


Phosphobrenztraubenséure -+- ADP => Brenztraubensiure + ATP. 


Auf Grund seiner Beobachtungen sowie auf Grund von Versuchen von 
Ohlmeyer’ duBert Muntz die Vermutung, daB die K- oder NH,- 
Ionen die Entstehung eines Stoffes begiinstigen, der als ein Co-Faktor 
fiir die Hexokinasereaktion bendtigt wird. Allerdings mu8 in Betracht 
gezogen werden, daf die enzymatischen Prozesse des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels in den Hefezellen keine vollstandige Ubereinstimmung 
mit denjenigen in den Muskelzellen zeigen. 

Zusammenfassend kann man wohl sagen, da die K- und NH,- 
Ionen irgendwelche Prozesse des intermediiren Kohlenhydratstoff- 
wechsels fordern. Auf Grund der oben besprochenen Arbeiten kann man 
mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, da es sich um Phosphory- 
lierungen von Zwischenstufen des Glykogenabbaus handelt, sei es in 
direkter oder in indirekter Weise, wie z. B. durch Férderung der Re- 
synthese der Adenosintriphosphorsaure, die ja an den Phosphorylierungs- 
prozessen maBgeblich beteiligt ist. Andrerseits hat Verzar® in iiber- 
zeugender Weise gezeigt, daB das Kaliumion bei der Synthese des Gly- 
kogens im Muskel an den ,,Symplex‘‘ Glykogen-Myosin festgebunden 
wird und als Ion erst dann frei wird, wenn dieser ,,Symplex“ zerfallt, 
d.h. wenn das Glykogen abgebaut wird. Bedauerlicherweise kénnen 
diese beiden Anschauungen noch nicht in befriedigender Weise zur 
Ubereinstimmung gebracht werden. 

Unsere Befunde sind eine interessante Erweiterung der oben 
besprochenen Beobachtungen iiber die Wirkung der Kalium- und der 
Ammoniumionen im Kohlenhydratstoffwechsel, in dem sie zeigen, daB 
auch die Gykogenbildung aus den C,-Dicarbonsiuren in der Leber von 
diesen Ionen maBgeblich geférdert wird und daB sie auch am ganzen 
Tier nachweisbar ist. Wir wollen dabei ausdriicklich hervorheben, daB 
wir nicht nur an die unmittelbare Uberfiihrung einer C,-Dicarbonsiure 
in Glykogen, sondern auch an die Méglichkeit einer indirekten Beteiligung 
dieser Saiuren an der Synthese der Kohlenhydrate oder des Glykogens 
denken. 

Im AnschluB an die obigen Untersuchungen interessierte uns zu 
klaren, ob die fordernde Wirkung der K- und NH,-Ionen auf die Gly- 


6 Boyer, Lardy u. Phillips, J. biol. Chemistry 146, 673 [1942]; 149, 
529 [1943]. 

7 P. Ohlmeyer, diese Z. 267, 264 [1941}. 

8 F. Verzar, Lehrbuch der Inneren Sekretion, Liesthal 1948. 
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kogenbildung in der Leber sich auf die C,-Dicarbonsaéuren beschrankt 
oder ob sie auch bei anderen Glykogenbildnern zu beobachten ist. Be- 
sonders interessiert das Verhalten der Milchsiure, die neben Glucose 
der wichtigste physiologische Glykogenbildner ist. Allgemein wird an- 
genommen, daB ein groBer Teil der wihrend der Muskelarbeit entstehen- 
den Milchséure in der Leber in Glykogen zuriickverwandelt wird. Wir 
untersuchten sowohl racemische wie natiirliche /(+-)-Milchséiure*, wie 
Tab. 2 zeigt. 
Tab. 2. 

Meerschweinchen, Sondenfiitterung mit 0,5 g Siiure pro 500g Tier neutra- 
lisiert mit der berechneten Menge Bicarbonat: g Glykogen pro 100 g Leber. 





U(+-)-Milchsaures Na | [( -+-)-Milchsaures NH,| d.l-Milchsaures NH, 

















0,621 0,958 | 0,448 
0,787 2,191 i “* “Sp 
0,357 1,238 0,411 
0,375 2,165 0,694 
0.905 1,810 0.820 
Mittelwerte :- 
0,609 ~ 1,672 0,702 
Korrigierte Mittelwerte: 
2.510 0,924 





Wie ersichtlich, zeigt sich die Wirkung des NH,-Ions auch bei der 
natiirlichen Milchsaéure in vollem Ausmafe: Aus dem /(-++)-milchsauren 
Ammonium entsteht etwa 2,8-mal mehr Glykogen als aus dem /(+)- 
milchsauren Natrium. Auffallend ist dagegen, da® unter den gleichen 
Bedingungen aus der racem. Milchsiure bedeutend weniger Glykogen 
entsteht als aus der natiirlichen Milchsiure. Dies entspricht einer Beob- 
achtung, die schon in unserer 1. Mitteilung® publiziert worden ist. Hier 
wurde die Glykogenbildung aus dem Natriumsalz der racem. Milchsaéure 
mit derjenigen aus dem Natriumsalz der /(-+-)-Milchséure miteinander 
verglichen; auch hier entsteht aus der racem. Milchsiure bedeutend 
weniger Glykogen. Auch das Verhiiltnis der aus racem. und aus natiir- 
licher Milchsiure entstandenen Glykogenmengen ist in beiden Fallen 
annahernd gleich: Beim Vergleich der Natriumsalze fanden wir, da8 
aus der racem. Milchséiure 43,2, wahrend bei den Ammoniumsalzen 
36,8% derjenigen Glykogenmenge entsteht, die aus den Salzen der 
natiirlichen Milchsiure gebildet wird. Man kénnte daraus den Schlu8 
ziehen, daB die unnatiirliche d(—)-Milchsiiure bedeutend schlechter in 
Glykogen umgewandelt wird. Leider war es uns nicht méglich, diese 
Befunde durch Untersuchung der Glykogenbildung aus reiner d(—)- 
Milchsaéure zu erharten. 


* Fiir die Uberlassung von U( +)-Milchsiure sind wir der Firma Hoff- 
mann-La Roche zu gré8tem Dank verpflichtet. 
® Abelin, Z. exp. Med. 96, 9 [1935]. 
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Im. Zusammenhang mit den oben besprochenen Beobachtungen an Zell- 
suspensionen war es besonders interessant zu priifen, ob unter unseren Ver- 
suchsbedingungen auch die Glykogenbildung aus verfiitterter Glucose durch 
die Ammoniumionen geférdert wird. Wir verfiitterten daher Glucose gemein- 
sam mit einer A4quivalenten Menge Ammoniumchlorid. Leider gingen alle 
Tiere im Versuch ein, da in dieser Kombination die Giftwirkung der Am- 
moniumionen sehr ausgeprigt war. Es ist auffallend, da® die gleiche Menge 
Ammoniumionen, verfiittert mit BS, ganz glatt vertragen wurde, wihrend 
sie mit Glucose zusammen zum ‘Tode des Versuchstieres fiihrt, auch dann, 
wenn man die Verfiitterung in zwei zeitlich verschiedenen Portionen durch- 
fiihrt. Wir mu8ten daher erst die experimentellen Bedingungen finden, 
unter denen es méglich ist, einem Versuchstier Glucose neben einer ent- 
sprechenden Menge Ammoniumionen zuzufiihren. Unter diesen neuen Ver- 
suchsbedingungen’ konnten wir feststellen, da8 auch die Glykogenbildung 
aus Glucose durch’ Ammoniumionen erheblich. verstaérkt wird. Dariiber 
werden wir in einer spateren Mitteilung berichten. 


Verschiedentlich machten wir die Beobachtung, daB die Ausbeute 
an Glykogen aus (C,-Dicarbonséiuren besser wird, wenn man kleinere 
Mengen verfiittert. Es scheint, daB das Optimum erreicht wird, wenn 
man 0,1 g BS pro 500 g Tier verfiittert. Wir verweisen auf Tab. 3. 


Tab. 3. 


Meerschweinchen; 0,1 g BS pro 500 g Tier als Ammoniumsalz. A =g 
Glykogen pro 100 g Leber, B =g Glykogen entstanden aus 0,1 g BS 
pro 500g Tier. 





Mittelwerte 
A 0,821 0,850 0,722 0,460 0,221 0,610 
B 0,116 0,151 0,127 0,076 0,033 0,106 


Wie man sieht, wird bei diesen sehr kleinen Bernsteinsiuremengen 
viel mehr Glykogen gebildet als bei den gréBeren Mengen der Tab. 1. 
Auf Grund der Werte der Tab. 1 wire eine Glykogenbildung zu erwarten, 
die nur etwa 0,2 g Glykogen pro 100 g Leber entspricht, wahrend wir 
tatsaichlich die dreifache Menge Glykogen fanden. Die gleiche Beob- 
achtung haben wir schon kiirzlich! wiedergegeben, und zwar in einer 
Versuchsreihe, bei der drei verschiedene Mengen BS als Natriumsalz 
verfiittert wurden: 1 g, 0,5 g und 0,1 g BS. Es wurden folgende Werte 
fiir das Leberglykogen gefunden: 0,631%, 0,279% und 0,209%. Be- 
sonders bei der Betrachtung der kleinsten verfiitterten Bernsteinsaure- 
mengen fallt auf, daB hier unverhiltnismaBig mehr Glykogen gebildet 
wird. Berechnet man die Glykogen-Ausbeute (Tab. 3), so findet man, 
daB praktisch die theoretische Menge Glykogen entstanden ist. In drei 
von fiinf Versuchen ist sogar deutlich mehr Glykogen in der Leber ge- 
funden worden, als der theoretischen Ausbeute entsprechen wiirde. Dies 
gilt auch, wenn man die minimale Glykogenmenge, die nach 24-stdg. 
Hungern in der Leber vorhanden ist, in Abzug bringt. 

Diese Befunde lassen sich unserer Ansicht nach am besten durch 


die Annahme erklaren, daB das bei Verfiitterung von BS in der Leber 
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auftretende Glykogen nicht unmittelbar aus der BS (oder nicht nur aus 
der BS) stammt, sondern auch aus anderen Quellen im Rahmen der 
physiologischen Glykoneogenie gebildet wird. Es ist erklirlich, daB wir 
bei Verfiitterung von gréBeren Mengen von BS nur einen Teil derselben 
in der Leber als Glykogen wiederfinden. Der fehlende Anteil kann ent- 
weder auf Kosten einer unvollsténdigen Resorption im Darm gesetzt 
werden oder er wurde entweder unmittelbar (oder nach primarer Um- 
wandlung in Kohlenhydrate) verbrannt. Die Gefahr einer unvollstan- 
digen Resorption gréBerer Bernsteinsiuremengen im Darm scheint 
nach unseren Erfahrungen unter den von uns gewahlten Bedingungen 
nicht sehr groB zu sein, jedenfalls in der GréBenordnung bis 0,5 g Bern- 
steinsdiure pro 500 g Tier. Wenn man daher annimmt, daB der fehlende 
Anteil an Glykogen wenigstens teilweise auf Kosten einer Verbrennung 
der BS zu setzen ist, so miBte man eigentlich erwarten, daB bei sehr 
kleinen BS-Mengen in der Leber entweder gar kein Glykogen entsteht 
oder héchstens etwa in der GréBenordnung, die der verminderten BS- 
Menge entspricht. Wir finden aber eine fast theoretische Ausbeute an 
Glykogen. Dies wiirde bedeuten, daB die Verbrennung zugunsten der 
Speicherung zuriickgedringt wurde. Im hungernden Organismus miiBte 
man eigentlich’ gerade das umgekehrte Verhalten des Stoffwechsels er- 
warten: Eine Zuriickdriingung der Speicherung, d.h. der Glykogen- 
bildung, zugunsten einer verstirkten Verbrennung aller zugefiihrten 
Nahrstoffe. Das besondere Verhalten der BS im Stoffwechsel wird noch 
unterstrichen durch die Tatsache, daB bei Verfiitterung von Glucose die 
Glykogenbildung in der Leber so verliuft, wie auf Grund der obigen 
Uberlegungen zu erwarten ist: Bei gréBeren Mengen Kohlenhydrat 
wird ein bedeutend gréBerer Anteil der verfiitterten Glucose gespeichert 
als bei kleinen (siehe S. 60). Wenn wir annehmen, daB das bernstein- 
saure Ammonium die Glykogenbildung aus Fett oder EiweiB in viel 
stirkerem Mae fordert, als der unmittelbaren Bildung von Glykogen 
aus der Dicarbonsiure entspricht, so kommen wir einer sinnvollen Er- 
klarung unserer experimentellen Befunde am nichsten. 

Das hier behandelte Problem gewinnt ein besonderes Interesse im 
Zusammenhan;: mit einer Beobachtung von Abelin’, welcher Bezie- 
hungen zwischen dem Stoffwechsel der Kohlenhydrate und der Fette 
aufgefunden hat. Durch fettreiche Ernihrung wird die Fahigkeit der 
Leber und der Muskulatur, Glykogen zu speichern, betrichtlich erhoht. 
Fettreich ernéhrte Ratten bildeten aus den gleichen Zuckermengen 
40—60% mehr Glykogen als normal ernihrte Tiere. Da die verschie- 
denen Fettarten sich in dieser Hinsicht verschieden verhielten, wird ver- 
mutet, daB dieser Effekt an bestimmte Fettsiuren gebunden ist. Ver- 
mutlich sind die ungesittigten Fettsiiuren am wirksamsten, denn die 
Ole verbesserten den Glykogenansatz stirker als halbfeste Fette wie 
z. B. Butter. Wir sehen in dieser Beobachtung Beziehungen zu dem von 
uns behandelten Problem. ‘ 
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Zusammenfassung 

1. Die Glykogenbildung in der Leber nach Verfiitterung von Bern- 
steinséure wird erheblich verbessert, wenn man die Saure als Kalium- 
salz verfiittert. Bei Verwendung von Ammoniumsalz wird die Glykogen- 
bildung noch einmal bedeutend verstarkt und erreicht die GréBen- 
ordnung der Glykogenbildung nach Verfiitterung der gleichen Menge 
von Glucose. 

2. Die giinstige Wirkung des Ammoniumions erstreckt sich auch auf 
die Glykogenbildung aus natiirlicher /(+-)-Milchséure. Bei Verfiitterung 
des Ammoniumsalzes entsteht fast dreimal soviel Glykogen wie bei Ver- 
fiitterung des Natriumsalzes. 

3. Die Glykogenbildung nach Verfiitterung von BS ist um so besser, 
je kleiner die zugefiihrte Menge ist. Nach Gaben von 0,1 g BS findet 
man in der Leber teilweise mehr Glykogen, als es der Theorie entspricht. 
Dies steht im Gegensatz zu der Glykogenbildung aus Glucose, wo bei 
Verfiitterung von kleinen Mengen ein bedeutend geringerer Anteil als 
Glykogen deponiert wird als bei gréBeren Mengen. 


Uber Clupein * 
IX. Mitteilung 
Von 
K, Felix, H, Fischer, A. Krekels und H, M. Rauen 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankiurt am Main 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1950) 


Fir die Fortsetzung der Arbeiten iiber Clupein sind wir vorliufig 
noch auf die Vorrite an getrockneten Spermatozoenképfen angewiesen, 
die wir vor dem Kriege gesammelt haben. Durch das lange Lagern 
mégen sie sich etwas verindert haben, aber kaum sehr tiefgehend; denn 
es 14B8t sich aus ihnen noch Nucleinsaiure in der hochpolymeren Form 
gewinnen. Sie wurden wie friiher mit verdiinnter Schwefelsiure extra- 
hiert und aus dem Extrakt das Protamin als Pikrat gefallt. Dieses wurde 
durch methylalkoholische Salzsaéure zerlegt und das Clupein als Methyl- 
ester-hydrochlorid erhalten. 

Die Versuche, iiber die hier berichtet wird, beschranken sich auf 
die Wiederholung der Bausteinanalyse mit den Methoden der Chro- 
matographie, insbesondere der Papierchromatographie!, und die Be- 
stimmung der Aminosiuren am Aminoende der Peptidketten mittels 





* Kin Teil des Inhaltes dieser Arbeit wurde von H. Fischer auf dem 
Kongre®B, der physiol. Chemiker in Géttingen am 1. 9. 1949 vorgetragen. 

1 R. Consden, A. H. Gordon u. A. I. P. Martin, Biochem. J. 38, 
224 [1944]. 


5* 
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1-Fluor-2.4-dinitrobenzols, ein Verfahren, das von Sanger? entwickelt 
worden ist. 

Das fiir die meisten Analysen benutzte Praparat von Clupein-methyl- 
ester-hydrochlorid war nicht ganz einheitlich und enthielt neben der 
héhermolekularen Fraktion C noch niedrigmolekulare. Sein Gesamt- 
stickstoff betrug 24,25%, davon fielen 89,7°% auf das Arginin und 
10,3% auf die Monoaminoséuren. Auf eine Monoaminosiure treffen 
somit 2,18 Mol. Arginin. Wir hydrolysierten mit Salzsiure und ent- 
fernten die iiberschiissige Saéure durch mehrmaliges Eindampfen im 
Vakuum. Das Arginin wurde durch Flaviansiure gefallt oder an Wofa- 
tit C adsorbiert. 

Man kann die Aminoséuren des Clupeinhydrolysats am besten im 
zweidimensionalen Papierchromatogramm auseinanderziehen, da das 
Arginin einen sehr groBen und haufig verwaschenen Fleck gibt. Fiir die 
Monoaminosaure-Fraktion allein reicht unter bestimmten Bedingungen 
auch das eindimensionale Chromatogramm aus. In der ersten Dimension 
benutzten wir meist mit Wasser gesattigtes sekundires Butanol oder ein 
Butanol/Eisessiggemisch nach Partridge® und fiir die zweite Phenol 
oder Kresol. 

Neben dem oben erwahnten Clupeinpraparat untersuchten wir noch 
sieben weitere, jedoch nur qualitativ und fanden neben den bisher be- 
kannten Monoaminosduren Alanin, Serin, Valin und Prolin noch zwei 
weitere, Threonin und Leucin oder Isoleucin und konnten somit die 
Befunde von Block und Mitarbeitern‘ bestitigen. Welchen Amino- 
siuren die einzelnen Ninhydrinflecke zugehérten, ergab sich aus den 
RF-Werten und aus Mischchromatogrammen. Ob Leucin oder Isoleucin 
vorhanden ist, konnten wir mit der Papierchromatographie nicht ent- 
scheiden. Erst mit der Gegenstromverteilung wurde eindeutig bewiesen, 
daB es Isoleucin ist, woriiber spiter berichtet werden wird. 

Oxyprolin lieB sich in diesen Praéparaten nicht nachweisen. Seiner- 
zeit wurde es zuerst bei der Aufarbeitung eines Trypsinhydrolysats 
isoliert®. 

Zur quantitativen Bestimmung der Monoaminoséuren gingen wir 
von eindimensionalen Chromatogrammen aus, die wir teils mit Butanol/ 
Kisessig, teils mit Phenol entwickelten. Im Butanol/Eisessig-Chromato- 
gramm fielen die Flecke fiir Alanin und Prolin zusammen, Isoleucin, 
Valin, Threonin und Serin konnten aber gut bestimmt werden. Im 
Phenolchromatrogramm waren Prolin, Alanin, Threonin und Serin 
deutlich getrennt, wahrend die Flecke von Valin und Isoleucin ein- 
ander berihrten. 


2 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 

3 §.M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 

4 R. I. Block, D. Bolling, H. Gershon u. H. A. Sober, Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 70, 494 [1949]. 

5 K. Felix, K. Inouye u. K. Dirr, diese Z. 211, 187 [1932]. 
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Abb. 1. Papierchromatogramm zur quantitativen Bestimmung der Mono- 
aminoséuren. 


Wir lieBen gleichzeitig mehrere Tropfen der Monoaminosiiurefraktion 
nebeneinander laufen (vgl. Abb. 2). Der auBerste Tropfen gab das Leit- 
chromatogramm. Der ihm entsprechende Streifen wurde abgeschnitten 
und die Flecke mit Ninhydrin gefarbt. Auf den iibrigen nicht gefarbten 
Chromatogrammen muBten die Aminosiuren die gleichen Stellungen 
einnehmen. Man konnte sich dessen noch unter der UV-Lampe ver- 
gewissern, weil die aminosiurehaltigen Flecke des Papiers etwas fluo- 
reszieren®, Die Flecke wurden herausgeschnitten, mit dem Kupfer- 
phosphatreagens nach Pope und Stevens’ extrahiert und in dem 
gelésten Kupfersalz der Aminoséiure das Kupfer photometrisch als 
Diathyl-dithiocarbamat bestimmt. Das Verfahren wird im Versuchs- 
teil beschrieben. 

Zur Analyse des Clupeins wurden 5,5 g Clupein-methylester-hydro- 
chlorid mit Salzséure hydrolysiert, das Arginin durch Austauschadsorp- 
tion an Wofatit C entfernt und die Monoaminosaurefraktion auf 25 ccm 
gebracht. 1 ccm dieser Lésung enthielt 4,08 mg Stickstoff. Chro- 
matographiert wurden jeweils 25mm* (= 102 yN). Von den einge- 
setzten 102 N wurden wiedergefunden: Isoleucin-N 4,3 y, Valin-N 
15,9 y, Serin-N 24,4 y, Alanin-N 18,7 y, Prolin-N 22 y und Threonin-N 
6,4 y, zusammen 91,7 y N. 10,3 y N gingen verloren. Diese Werte ent- 
stammen acht Chromatogrammen. Manchmal waren im einen oder 


6 D. M. Philipps, Nature [London] 161, 53 [1948]. 
7C.G. Pope u. N.F. Stevens, Biochem. J. 38, 1070 [1939]. 
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anderen Chromatogramm einzelne Aminoséuren nicht geniigend deut- 
lich getrennt, weil der Kasten, in dem die Filtrierpapiere zur Chromato- 
graphie aufgehingt waren, etwas undicht war; hin und wieder versahen 
wir uns auch beim Ausschneiden. Es wurden die Analysen verwertet, 
bei denen die Einzelbestimmungen nur innerhalb der Fehlergrenze 
streuten. 

In dem untersuchten Praparat von Clupein-methylester-hydro- 
chlorid verteilt sich nach den obigen Analysen der Gesamtstickstoff in 
folgender Weise auf die einzelnen Aminosiuren: 





DVN oul Epis so. eos oc eee BOY 
MonoaminosdAure-N .......... .:° 10,3% 
PRURTLEIN re ee see ee. 4 Lue SB, 
EEAEEN Pet bcos) Ge Gye wee wee oo oe 
@npeonin=-N wc kt kl te OBEY, 
USO ee rem A 
RUM ME ee ks ww 8 a OS 
PRIESTS. fac) Ga ce ks Kw ee 3 ORS, 

9,21%, 


Hinsichtlich des Endgliedes haben wir friiher geschlossen, daB am 
Aminoende der Peptidkette ein Prolinrest steht, weil Clupein mit salpe- 
triger Siure keinen Stickstoff entwickelt, aber bei der Formoltitration 
reagiert*, Dieser SchluB sollte nun mit Fluordinitrobenzol tberpriift 
werden. 

LaBt man Clupein-methylester-hydrochlorid mit Fluordinitrobenzol 
in wiBrigem Alkohol und in Gegenwart von Natriumbicarbonat 72 Stdn. 
bei Zimmertemperatur stehen, so wird ein Teil des Reagenses gebunden. 
Aus der Differenz zwischen eingesetztem und wiedergefundenem Fluor- 
dinitrobenzol ergab sich, daB 100 mg Clupein-methylester-hydrochlorid 
5,5 mg Fluordinitrobenzol binden; d.h. es werden 1,7°% des gesamten 
Clupeinstickstoffs mit der Dinitrophenylgruppe besetzt. Unter der 
Voraussetzung, daB jede der Fraktionen unseres Clupeinpraparates nur 
ein Aminoende besitzt, betriige ihr durchschnittliches Molekulargewicht 
3500. 

Aus dem Hydrolysat des DNP-Clupeins wurden die DNP-Amino- 
siuren durch Ather extrahiert. In dem Papierchromatogramm der 
wiBrigen Phase war der Prolinfleck deutlich kleiner. Das Chromato- 
gramm der atherischen Phase gab zwei Flecke, die durch Mischchromato- 
gramme als DNP-Prolin und DNP-Serin identifiziert wurden. Der 
Prolinfleck war viel intensiver gefiirbt als der des Serins; mehrere 
Fraktionen werden also mit Prolin enden und nur eine oder wenige mit 
Serin. Beide Aminosauren treten aber auch im Inneren der Peptidketten 


auf. 


* K. Felix u. A. Mager, diese Z. 249, 111 [1937]. 
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Beschreibung der Versuche 
Darstellung des Clupeins* 


Als Ausgangsmaterial dienten getrocknete Spermienképfe, die in den 
Jahren 1937—-39 aus reifen Heringstestikeln gewonnen worden waren?. 
Sie wurden im wesentlichen nach dem in der VIII. Mitteilung ? beschriebenen 
Verfahren aufgearbeitet. Nur wurde darauf geachtet, da wiahrend der 
Extraktion des Ausgangsmaterials mit 1-proz. Schwefelsiure die Temperatur 
nie iiber 3 bis 4° C stieg. Das Clupeinpikrat wurde erst iiber Schwefelsiiure 
und Atznatron, dann iiber P,O, scharf getrocknet. Darauf wurde es in absol. 
Methanol suspendiert. auf 0°C abgekiihlt und in die Suspension 20 Min. 
trockener Chlorwasserstoff eingeleitet. Dabei fiel das Clupein-methyl- 
ester-hydrochlorid aus und wurde abfiltriert und getrocknet. Es war 
rein weil, klebte nicht, lieB sich leicht pulverisieren und wurde schlieBlich 
im Vakuumexsiccator tiber Schwefelséure und Atznatron aufbewahrt. In 
der methylalkoholischen Mutterlauge erzeugte Ather nur eine Triibung und 
keine Fallung. Es war also nur wenig von der Fraktion A vorhanden®. 


Analysen: Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl, das Arginin (nach 
Hydrolyse) mit der Flaviansiuremethode bestimmt. 61,4mg Clupein- 
hydrolysat-N ergaben 479,2 mg Argininflavianat = 55mg Arginin-N, d. h. 
89,7% Arginin-N vom Gesamt-N. 

Gesamt-N: 24,25% (bez. auf korr. Trockensubstanz); formoltitrier- 
barer N: 1,97%; Methoxylgehalt: 0,6%. 

1,8668 g iiber Schwefelsiure und Atznatron getrocknetes Clupein- 
methylester-hydrochlorid verloren beim nachfolgenden Trocknen im 
Vakuum iiber P,O; wihrend 24 Stdn. bei Zimmertemperatur 43,9 mg a 
Gewicht = 2,35%. 


Hydrolyse des Clupein-methylester-hydrochlorids und Ent- 
fernen des Arginins 


Fiir die qualitative papierchromatographische Analyse wurde im 
allgemeinen folgendermafen verfahren: 

10 mg Clupeinpraparat wurden in 5ccem 25-proz. HCl gelést und in 
zugeschmolzener Ampulle 24 Stdn. auf 100°C erwérmt. Das Hydrolysat 
wurde im Uhrschalchen nach jeweiligem Wasserzusatz auf dem Wasserbad 
zur Trockne eingeengt, der Riickstand auf 1cem mit Wasser aufgefiillt 
und je 10 bis 20 mm dieser Lésung (20 bis 40 y N) zur zweidimensionalen 
Papierchromatographie benutzt. 

Zur quantitativen Bestimmung der Monoaminoséuren muBte das 
Arginin aus dem Hydrolysat entfernt werden. 5,5 g des Clupein-methyl- 
ester-hydrochlorids wurden mit 25-proz. HCl 24 Stdn. unter RiickfluB 
hydrolysiert und mehrmals im Vakuum nach jeweiligem Wasserzusatz ein- 
gedampft. Das Arginin wurde nach Neutralisieren mit wenig NaOH und 
Verdiinnen mit n/1000-HCl an einer Saéule von 80 g Wofatit C ausgetauscht 
(wie friiher beschrieben®) und mit 6000 ccm n/1000-HCl nachgewaschen. 
Der gesamte Durchlauf wurde zunichst im Vakuum eingeengt, dann in 
einer Glasschale auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht. Der Riick- 
stand wurde in 25cem Wasser aufgenommen. Diese enthielten 102 mg 
Monoaminosiaure-N, d.h. in 25mm* 102yN, und waren nach einer pa- 
pierchromatographischen Probe frei von Arginin. Fiir die weiteren Analysen 
war sehr giinstig, da8 die Monoaminosaurefraktion fast keine Neutralsalze 
enthielt und direkt zur Chromatographie verwendet werden konnte. 


* Ausgefiihrt von Dipl. Chem. Dieter Pontius. 
° H.M. Rauen u. K. Felix, diese Z. 283, 139 [1948]. 











<. Felix, H. Fischer, A. Krekels und H. M. Rauen, Bd. 286 (1950 


Qualitative Papierchromatographie 


Da uns das von den englischen Autoren! empfohlene Filtrierpapier 
Whatman No. 1 oder No. 4 nicht zur Verfiigung stand, haben wir erst ver- 
schiedene Papiere der Firma Schleicher & Schiill auf ihre Eignung unter- 
sucht. Fiir qualitative Routineuntersuchungen erwies sich die Sorte 598 g 
als gut geeignet. Sie erreicht zwar nicht die Reinheit, GleichmaBigkeit der 
Faserstruktur und Oberflaichenbeschaffenheit der englischen Sorten, ergibt 
jedoch fiir die einzelnen Aminosiéuren RF-Werte, die denen von Consden, 
Gordon und Martin! sowie denen von Dent?!® sehr nahekommen. Dank 
der besonders groBen Kapillaritaét des weichen Papieres verlaéuft die Chro- 
matographie sehr schnell. 

Zur quantitativen Bestimmung der Aminosiéuren eignet sich dagegen 
dieses Papier nicht, weil es zu viel Kupfer und andere Verunreinigungen 
enthalt. Hierzu gebrauchten wir ausschlieBlich das aschefreie Papier 589/2; 
es enthalt nur Spuren von Kupfer und erfiillt damit die Voraussetzung der 
nachfolgend beschriebenen Methode *. 

Die Lésungsmittel (n-Butanol, sek. Butanol, Phenol und Kresol) wurden 
durch Destillation gereinigt und wie tiblich vor Gebrauch mit Wasser ge- 
saittigt. Anfangs gebrauchten wir die absteigende Technik, gingen aber sehr 
bald zu der aufsteigenden iiber, weil sie viel einfacher ist und gleichzeitig 
eine gréBere Anzahl von Chromatogrammen unter denselben Bedingungen 
entwickelt werden kénnen. Beide Verfahren lieferten die gleichen RF-Werte. 

10 bis 20 mm des oben beschriebenen, in wenig Wasser gelésten Hydro- 
lysates wurden nahe der unteren Ecke eines quadratischen Filtrierpapier- 
bogens (35 35cm) aufgegeben und an der Luft trocknen gelassen. Das 
Papier wurde dann entweder in der in Abb. 2 veranschaulichten Anordnung 
in den Chromatographietrog gehangt, oder, im Falle eines einzelnen Chro- 
matogramms, zur Réhre geheftet und diese in die Schale mit dem Lésungs- 
mittel gestellt. Neben dem Chromatographietrog stand eine weitere Schale 
mit der wéBrigen Gegenphase (mit Butanol bzw. Phenol gesittigtes Wasser) 
und das ganze System wurde durch einen Kasten oder Glassturz luftdicht 
abgeschlossen. In 8 bis 10 Stdn. hatte das Lésungsmittel den oberen Papier- 
rand erreicht. Das Papier wurde bei 90°C getrocknet, dann senkrecht zur 
ersten Richtung ein zweites Mal mit einem anderen Lésungsmittel chro- 
matographiert. Die fertigen Chromatogramme wurden mit einer 0,1-proz. 
Lésung von Ninhydrin in Butanol bespriiht, dann erwérmt und so die 
Aminosiureflecke sichtbar gemacht, vgl. Abb. 1. Wie bereits erwahnt, 
wurden neben den schon bekannten Aminosiuren stets Threonin und Iso- 
leucin nachgewiesen. 

Da Oxyprolin nicht gefunden wurde, priiften wir an einem synthetischen 
Gemisch, ob Oxyprolin bei der Salzsiurehydrolyse zerstért wird. Wir haben 
dieses Gemisch den Bedingungen einer 48-stdg. Proteinhydrolyse mit 
25-proz. HCl unterworfen und dann im zweidimensionalen Chromatogramm 
simtliche Aminosiuren wiedergefunden. 


Quantitative papierchromatographische Analyse 


Zweidimensionale Chromatogramme der Gesamthydrolysate von Clu- 
pein waren zur quantitativen Bestimmung der Aminoséuren nicht geeignet, 


10 C, E. Dent, Biochem. J. 43, 169 [1948]. 

* Durch das Entgegenkommen der Firma Schleicher & Schill, 
Dassel, Kreis Einbeck, wurde inzwischen ein Spezialpapier 1101 entwickelt, 
das sich nach unseren bisherigen Erfahrungen fiir die Papierchromatogr aphie 
sehr gut eignet. Wir danken der genannten Firma fiir die gro3ziigige Uber- 
lassung von Versuchsmaterial. 
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da sich in zwei Chromatogrammen die einzelnen Ninhydrinflecke auch bei 
véllig gleicher Arbeitsweise nicht immer miteinander deckten. Wie aber 
im allgemeinen Teil erwihnt wurde, lieBen sich simtliche Monoaminosiuren 
teils aus mit Butanol/Eisessig, teils aus mit Phenol entwickelten eindimen- 
sionalen Chromatogrammen einwandfrei trennen. Um sie bestimmen zu 
kénnen, kombinierten wir die von Pope und Stevens angegebene Methode 
mit dem Mikrokupfernachweis von McFarlane". Der in alkalischer 
Kupferphosphatsuspension gebildete lésliche Kupferkomplex der Amino- 
siuren wird vom unléslichen Kupferphosphat abzentrifugiert, ein aliquoter 
Teil durch Natriumdiathyldithiocarbamat zersetzt, das gelbbraune Kupfer- 
salz mit Amylalkohol ausgezogen und photometriert. Vom Kupfer wird 
auf Amino-N bzw. die Aminoséuremenge riickgeschlossen. Die Methode 
ist auBerst empfindlich und erlaubt die Bestimmung kleinster Kupfer- 
mengen. 

In Ubereinstimmung mit Woiwod¥®, der das gleiche Prinzip zur Be- 
stimmung papierchromatographisch getrennter Aminoséuren anwandte, 
fanden wir, da8 die meisten Aminoséuren verschieden viel Kupfer binden 
und infolgedessen vom theoretischen Koeffizienten N/Cu = 0,44 abweichen. 
Woiwod!% hat aus diesem Grunde das Pope-Stevenssche Reagens ab- 
geaindert. Die Vorteile seines Reagenses liegen in dem niedrigen Leerwert 
und der fast unbegrenzten Haltbarkeit. Wir haben das Woiwodsche Reagens 
untersucht und gefunden, da es gegeniiber dem frisch bereiteten Reagens 
nach Pope und Stevens keine Vorteile hat. Es gibt zwar niedrigere Leer- 
werte, doch binden alle Aminoséuren zu wenig Kupfer und die Eichkurven 
verlaufen zu flach. Woiwod" gibt neuerdings an, daB er ebenfalls fiir die 
Bestimmung gréBerer Mengen Aminoséuren das Pope-Stevenssche 
Reagens geeigneter findet, da pro Mol Amino-N mehr Kupfer gebunden 
wird. Aus diesem Grunde verblieben wir beim urspriinglichen Pope- 
Stevensschen Reagens und suchten alle méglichen Fehlerquellen dadurch 
weitgehend auszuschalten, daB wir fiir jede Aminosdéure eine Eichkurve 
unter genau den gleichen Bedingungen aufstellten, unter denen sie bestimmt 
werden sollte. 


Eichkurven der Aminosauren 


Von Standardlésungen der verschiedenen Aminosiuren wurden stei- 
gende Mengen, entsprechend 20 bis 240 y, punktférmig in Abstaénden von 
4cem auf die Startlinie der Papierbégen 589/2 mit einer zur Kapillare aus- 
gezogenen Spezialpipette aufgegeben und an der Luft getrocknet. Dadurch, 
daB jeweils nur Portionen von 5mm aufgesetzt wurden, wurde erreicht, 
daB die Startpunkte tatsaichlich Punkte blieben und nicht ausliefen. Die 
in Abb. 2 veranschaulichte Anordnung erlaubte es, in einem Arbeitsgang 
zahlreiche Chromatogramme gleichzeitig zu entwickeln. 

Wie die Skizze zeigt, wurden die Papierbégen in sechs gleich groBe 
Streifen aufgeteilt. Nur die fiinf ersten dienten zur Chromatographie, der 
letzte blieb leer. Der erste Streifen wurde nach der Entwicklung aus- 
geschnitten und mit Ninhydrin gefaérbt. Nach ihm wurden die Positionen 
der Aminoséuren auf den vier anderen Chromatogrammen ermittelt und 
unter der Kontrolle der Blaufluoreszenz (1. c. *, S. 69) die Streifen in ent- 
sprechende Stiicke zerschnitten. Auch der letzte Streifen wurde in gleich 
groBe Stiicke zerschnitten, aus denen der Leerwert bestimmt wurde, Jedes 


1 W. D. Me Farlane, Biochem. J. 26, 1022 [1932]. 
122 A. J. Woiwod, Nature [London] 161, 169 [1948]. 
13 A, J. Woiwod, Biochem. J. 42, XXVIII .[ 1948]. 
uM A. J. Woiwod, Biochem. J. 45, 412 [1959]. 
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Abb. 2. Anordnung zur Entwicklung zahlreicher Chromatogramme in einem 
Arbeitsgang. 


der ausgeschnittenen Papierstiickchen wurde weiter in feine Streifen zer- 
schnitten und in’ einem Zentrifugierréhrchen mit 8 ccm frisch bereitetem 
Kupferphosphatreagens versetzt und 8 bis 10 Stdn. bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Dann wurde vom Kupferphosphat scharf abzentrifugiert 
und die tiberstehende klare Lésung durch ein analytisches Filter filtriert. 
Zu 4cem des Filtrates wurde die gleiche Menge Amylalkohol und 0,5 cem 
2-proz. waBrige Natriumdiathyldithiocarbamatlésung zugesetzt und kraftig 
geschiittelt. Nach einigen Stunden wurde die iiberstehende klar gelb gefarbte 
Alkoholschicht abpipettiert und durch Filtrieren von etwaigen Wasser- 
spuren befreit. Sie wurden im Leifo-Photometer mit Filter 445 (Trége mit 
angesintertem Boden) photometriert. Der Leerwert (Cu-Gehalt des Reagenses, 
des Filtrierpapieres, der Lésungsmittel und Glasgerate) wurde dann von 
den Versuchswerten abgezogen. Aus den weiter unten wiedergegebenen Hich- 
kurven lassen sich fiir unsere Arbeitsbedingungen folgende Werte fiir den 
Quotienten N/Cu der einzelnen Aminosiéuren errechnen. 


Theoretischer Quotient. ....... . 0,44 
RIANA 5, +) we ye wc as 0 0 0. o, «Oe 
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POSPREING Seco uc ks we Ae oo 0" eS 
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Um reproduzierbare Werte zu erhalten, ist es nétig, die Aminoséuren 
im Vakuumexsiccator tiber CaCl, zu trocknen, auf der Mikrowaage einzu- 
wigen, in Glasapparaten doppelt destilliertes Wasser zu verwenden, alle 
Glasgeriate mit heiBer Salpeterséiure zu spiilen und gut mit bidestilliertem 
Wasser nachzuwaschen. Ferner diirfen die Chromatogramme nie in Kontakt 
mit metallhaltigen Gegensténden kommen und es empfiehlt sich, in einem 
besonderen Raum zu arbeiten. 

Auf die beschriebene Weise wurde ein Testgemisch von den im Clupein 
nachgewiesenen Aminosauren analysiert und befriedigende Resultate er- 
zielt. 
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Analyse der Monoaminosaurefraktion des Clupeins 


In mehreren Analysen wurden je 25 mm* der friiher beschriebenen 
Monoaminosiurefraktion des Clupeins mit je 102 y Gesamt-N angewandt. 


1. Isoleucin 
Ue . o-, 
+ | LT 
aut es 1 
= ° 
Q2+ ° an 


1 1 i 
20 40 60 80 100 720 WO 160 y 























Abb. 3. Eichkurve von Leucin. 
(Da uns Isoleucin nicht zur Verfiigung stand, diente die Eichkurve fiir Leucin 
zur Berechnung des Isoleucingehaltes. ) 


Extinktion 0,174 0,182 0,174 0,178 0,094 0,270 0,161 0,161 
Aminoséure 38,5 40,0 38,5 39,5 21,0 69,8 36,0 36,0 
Mittel: 40,0; entsprechend 4,3 y N 

2. Valin 
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Abb. 4. Eichkurve von Valin. 


Extinktion 0,684 0,684 0,676 0,658 0,684 0,476 0,904 
Aminosaure 139,5 139,5 138,Q 134,3 139,5 95,0 184,0 
Mittel: 133,1; entsprechend 15,9 y N. 
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3. Serin 
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Abb. 5. Eichkurve von Serin. 


Extinktion 0,735 0,717 0,699 0,675 0,714 0,620 O77 
Aminosaure 191,0 184,0 1,82,0 175,5 - 185,5 161,5 201,0 
Mittel: 182,9; entsprechend 24,4 y N. 
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4. Threonin 
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Abb. 6. Eichkurve von Threonin. 























Extinktion 0,192 0,196 0,252 0,196 0,202 0,188 0,180 
Aminosaéure 51,5 53,0 68,0 53,0 54,5 50,5 48,5 
Mittel: 54,1; entsprechend 6,4 y N. 


5. Prolin 
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Abb. 7. Eichkurve von Prolin. 


Extinktion 0,619 0,619 0,599 0,619 0,409 0,693 0,693 
Aminosdure 182,0 182,0 176,0 182,0 123,5 209,0 209,0 


Mittel: 180,5; entsprechend 22,0 y N. 


6. Alanin 
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Abb. 8. Eichkurve von Alanin. 
Extinktion 0,702 0,702 0 702 0,711 0,746 


Aminosaure 117,0 117,0 117,0 119,0 124,0 
Mittel: 119,0; entsprechend 18,7 y N. 











me SOO we RRS Ct em Em mH te A 


A 


WwW 


es 





Bd. 286 (1950) Uber Clupein IX 77 


Darstellung und Analyse von DNP-Clupein 

In zwei Ansaétzen wurden je 100mg Clupein-methylester-hydro- 
chlorid eingewogen, in 10 ccm Wasser gelést und mit 100 mg Fluor- 
dinitrobenzol in 10ccm Alkohol gemischt. Dieser Mischung wurden 
50mg NaHCO, hinzugefiigt. Die anfangs klar gelben Lésungen wurden nach 
einigen Stunden opaleszent und intensiv gelbgriin. Nach 72 Stdn. hatte sich 
ein dinner, an Boden und Wanden festhaftender Niederschlag gebildet. 
Der Alkohol wurde nun bei Zimmertemperatur im Vakuum entfernt und die 
tibrig gebliebene undurchsichtige Lésung (bzw. Niederschlag) in wenig 
Wasser aufgenommen und in einen Scheidetrichter iibergefiihrt. Es wurde 
mehrmals mit wassergesaéttigtem Butanol ausgeschiittelt, bis das Butanol 
farblos blieb. Die vereinigten Butanolausziige, die das nicht gebundene 
Fluordinitrobenzol enthielten, wurden zuniachst im Vakuum bei 50° C ein- 
gedampft, der Riickstand in n/10-NaOH gelést und auf 250 ccm aufgefiillt. 
Aus dieser Lésung wurde mit Hilfe einer Eichkurve das nicht gebundene 
Fluordinitrobenzo! zuriickbestimmt. 
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Aluordinitrobenzol —> 
Abb. 9. Herstellung der Eichkurve: 100mg _ Fluordinitrobenzol wurden 
in n/10-NaOH gelést und auf 250 ccm aufgefiillt. Von diesem Standard 
wurden Verdiinnungsreihen mit n/10-NaOQH angefertigt und im Leifo- 

Photometer mit Filter 460 photometriert. 


Nichtgebundenes Fluordinitrobenzol: 


1. Anmsatz. ......... . 945mg 
2oeRMBME ks ss a Ss OBO 


Aus diesen Befunden war zu schlieBen, daB von 100 mg Clupein-methyl- 
ester-hydrochlorid 5,5 mg Fluordinitrobenzol gebunden wurden. 


Hydrolyse von DNP-Clupein 


Die waBrigen Phasen der Butanolausschiittelung der zwei Ansitze 
wurden vereinigt, das in ihnen enthaltene Butanol im Vakuum bei 50°C 
abdestilliert und die klare gelbe Lésung mit Aceton gefallt. Nach 24 Stdn. 
hatten sich élige Trépfchen am Boden des Gefai®es abgesetzt, wahrend die 
iiberstehende Lésung praktisch farblos war. Sie.wurde verworfen und das 
élige Produkt in Methanol aufgenommen, nochmals im Vakuum zur Trockne 
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gebracht und mit 5ecem 12-n. HCl gelést (unter Eiskiihlung). In zugeschmol- 
zener Ampulle wurde anschlieBend 16 Stdn. bei 110°C hydrolysiert. Nach 
Porter und Sanger™ ist diese Art der Hydrolyse fiir das Prolinderivat, 
das unter anderen Bedingungen leicht zerstért wird, am schonendsten. Das 
Hydrolysat wurde zur Entfernung der freigesetzten DNP-Produkte mehr- 
fach mit Ather ausgeschiittelt. 

Zur Identifizierung wurden beide Phasen papierchromatographiert. 
Zweidimensionale Chromatogramme der waéGrigen Lésung zeigten im Ver- 
gleich zu Chromatogrammen unveranderter Clupeinhydrolysate deutlich 
abgeschwichte Prolinflecke. Der Ather wurde im Vakuum entfernt, der gelbe, 
élige Riickstand in wenig Eisessig aufgenommen und mit Phenol chromato- 
graphiert. Neben dem erwarteten gelben Fleck, dessen RF-Wert und ocker- 
gelbe Farbe fiir DNP-Prolin typisch ist, zeigte sich ein schwacher Fleck mit 
einem RF-Wert von 0,58. Es konnte sich nur um DNP-Serin handeln, da 
reines DNP-Serin bei Chromatographie mit Phenol einen RF-Wert um 0,55 
aufweist. Zur Bestétigung wurden in weiteren Chromatogrammen parallel 
die DNP-Derivate der im Clupein vorkommenden Aminosauren entwickelt 
und durch Mischchromatographie die Identitat der zweiten DNP-Substanz 
mit DNP-Serin bewiesen. 


Zusammenfassung 


Im Clupein wurden die Monoaminosiauren qualitativ und quantitativ 
bestimmt; ferner- mittels Fluordinitrobenzols an den Aminoenden der 
Peptidketten Prolin und Serin nachgewiesen. 





% RK. R. Porter u. F. Sanger, Biochem. J. 42, 287 [1948]. 
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Uber die Beziehung des Harnxanthopterins zum EiweiBbstoffwechsel 
Von 
H. M. Rauen und C, v. Haller 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitaét Frankfurt a.M. und der Chirurgischen 
Abteilung des St. Markuskrankenh Frankfurt a. M.-Bockenheim 





(Der Schriftleitung zugegangen am 11, Marz 1950) 


Die in den Arbeiten von Biirger! und von anderen Autoren? als 
postoperative Azoturie bezeichnete erhéhte Stickstoffausscheidung 
nach Operationen (besonders nach Eingriffen in den Oberbauch) ist der 
Ausdruck eines in den Vordergrund des physiologischen Geschehens 
tretenden EiweiBabbaus. Im Jahre 1946 untersuchte der eine von uns*® 
auf Anregung von Prof. Felix einige Zusammenhinge zwischen der post- 
operativen Azoturie und dem Mineralhaushalt. Diese Untersuchungen 
gaben uns Gelegenheit, die in den letzten Arbeiten von Koschara be- 
griindeten Beziehungen zwischen EiweiB- bzw. Nucleinsaurenstoff- 
wechsel und der Ausscheidung von Xanthopterin mit dem Harn aufzu- 
greifen und weiter zu verfolgen. 

In dieser Arbeit wird zunichst iiber die Beziehung zwischen Harn- 
xanthopterin und Stickstoffausscheidung an operierten Menschen be- 
richtet. Die Klinik bot auch Untersuchungsmaterial von chirurgischen 
Fallen mit infektidsen Komplikationen, bei denen ebenfalls erhéhte 
Xanthopterinausscheidungen zu erwarten waren. Dann wurde versucht, 
die am Menschen beobachteten Beziehungen im Tierversuch zu reprodu- 
zieren und.zu erweitern. 

Bei Versuchen, die fluoreszierenden Farbstoffe des Menschenharns zu 
isolieren, gewann Koschara 19364 zwei neue gelbe Verbindungen, von 
denen eine die Murexidprobe lieferte. Diese und andere Eigenschaften 
machten es wahrscheinlich, daB der neue Farbstoff ein Pteridinderivat ist. 
Er wurde zunichst als ,,Uropterin‘‘ bezeichnet und sehr viel spiater®, als 
bereits Ansichten iiber seine physiologische Rolle im héheren Saugetier und 
dem Menschen vorlagen, mit dem gelben Insektenpigment Xanthopterin® 
identifiziert. 

Zunichst reicherte Koschara das Xanthopterin des Menschenharns 
durch ein etwas umstindliches Adsorptionsverfahren an, wobei fluoreszenz- 








1M. Birger u. M. Grauhan, Klin. Wschr. 6, 1716, 1767 [1927]. 

2 Vgl. D. P. Cuthbertson, Ann. Rev. Biochem. XVI, 153 [1947]; 
Brit. med. J. 1948, 731. 

3 C. v. Haller, Diss. Frankfurt/Main 1947. Dtsch. med. Wschr. 74, 
333 [1949]; Med. Klinik 44, 260 [1949]. 

4 Diese Z. 240, 127 [1936]. 

5 W. Koschara, diese Z. 277, 159 [1943]. . 

6 Vgl. R. Purrmann, Chemie 56, 253 [1943]. 
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stérende und selbst fluoreszierende Begleitstoffe entfernt werden. Spiater 
stand ein vereinfachtes Bestimmungsverfahren zur Verfiigung’. Beide Ver- 
fahren beruhen auf der stark blaugriinen Fluoreszenz des Xanthopterins 
in sodaalkalischer Lésung. 

Mit der alten Methode wurde die Ausscheidung des normalen Menschen 
zu 0,84—1,02 mg/Tag, mit der neuen zu 3—4 mg/Tag gefunden. Die Aus- 
scheidung von Xanthopterin war unabhiingig von Lebensalter, Geschlecht 
und Jahreszeit. Bei ungewéhnlichen kérperlichen Anstrengungen wurde 
etwas mehr als normal Xanthopterin ausgeschieden. Koschara fand dann 
bei einigen Erkrankungen (Ikterus, Niereninsuffizienz, Hamophilie, Diabetes 
mellitus, Diabetes insipidus, funiculiére Myelose, Melanosarkome und Mamma- 
carcinome) normale Werte, bei anderen dagegen, insbesondere bei Infek- 
tionskrankheiten (Sepsis, Scharlach, krupése Pneumonie, Miliartuberkulose) 
und Erkrankungen der blutbildenden Organe (Perniciosa, sek. Anémie, 
Panmyelophtise) zum Teil stark erhéhte Ausscheidungen ®. 


Diese Beobachtungen erinnern an 1928 von Squires mitgeteilte ®, 
nach denen die .blaugriine Fluoreszenz normalen Menschenharns?°, welche 
weder dem Urochrom und dem Uroerythrin noch dem Urobilin oder den 
Porphyrinen zukommt”, fast unabhiingig vom Tagesvolumen ist und keine 
Beziehung zu einem der bis dahin bekannt gewordenen Harnbestandteile 
besitzt. 2—3-fache Steigerung der Ausscheidung wurde beobachtet bei 
Verabreichung groBer Mengen von Eiweifs und Gemiise, 3—4-fache bei 
Fieber, z. B. bei Pneumonie. Erst nach Gesundung sank die erhéhte Fluores- 
zenz zur Norm. 

In einer spiteren Arbeit beschiftigten sich Koschara und Haug™ 
mit der physiologischen Funktion des Harnxanthopterins, die nach ihren 
Beobachtungen im Eiwei8- und Nucleinsiurenstoffwechsel zu liegen scheint. 
Xanthopterin soll im Organismus selbst aufgebaut werden 
und nicht aus Pterinen der Nahrung stammen. 

Werden Warmbliitern gréBere Mengen Xanthopterin per os zugefiihrt, 
so treten keine faBbaren pharmakologischen oder toxikologischen Wir- 
kungen auf}, Dies kann auf die Schwerléslichkeit und schlechte Resorption 
des Farbstoffs zuriickgefiihrt werden. Nach intravenésen Verabreichungen 
von Xanthopterin beobachtete Hérlein™ charakteristische, in erster Linie 
durch Niereninsuffizienz gekennzeichnete Vergiftungsbilder, welche in ihrem 
AusmaB streng der Dosis parallel gingen. Subletale Dosen waren in wenigen 
Tagen im Organismus zerstért. Interessant ist, daS es nach gréBeren Xan- 
thopterindosen zu einer Stérung im Kohlenhydratstoffwechsel kam, die 
sich in Hyperglykiimie bei fehlender Glykosurie auBerte. 

Die Beseitigung des in subletalen Dosen zugefiihrten Xanthopterins 
im Veriauf weniger Tage erklart sich durch den Nachweis einer Xanthop- 
terinoxydase 15, Das Oxydationsprodukt des Xanthopterins in vitro- 
Versuchen ist das Leukopterin, welches in stark alkalischer Lésung blau 


7 W. Koschara, S. v.d. Seipen u. P. A. Aldred, diese Z. 262, 158 
[1939/40]. 
8 W. Koschara u. H. Hrubesch, diese Z. 258, 39 [1939]. 
® B. T. Squires, J. Physiology 66, XIV [1928]. 
[ 860] Jaffé, Virchows Arch. ges. Physiol. Menschen und Tiere 47, 400 
1 ; 
11 Langecker, diese Z. 115, 1 [1922]. 
12 W. Koschara u. H. Haug, diese Z. 259, 97 [1939]. 
13 _H. Hérlein, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
198, 258 [1941]. 
4H. Wieland, Liebigs Ann. Chem. 535, 146 [1944]. 
18H. M. Klackar u. H. Klenow, J. biol. Chemistry 172, 349 [1948]. 
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fluoresziert, waihrend die Xanthopterinfluoreszenz hierbei erlischt!*; Leu- 
kopterin wird im Menschenharn nicht aufgefunden?®. 

Nach Bekanntwerden der Konstitutionsformel der Pteroylglut- 
aminsiure durch Angier et al.17 sowie der im einzelnen noch recht 
dunklen Funktionen der Folsiuregruppe!* beim gesunden und kranken 
Menschen im Rahmen der Erythro- und Leukopoese, in interessanten 
und aussichtsreichen Versuchen mit Tieren (Blutzellenbildung, Sym- 
biose Vielzeller/Einzeller u. a.) und Einzellern (Wuchsstoffunktion, Me- 
chanismus der Sulfonamidhemmung u. a.) erschienen die Befunde von 
Koschara in einem anderen Lichte. Man war geneigt, anzunehmen, daB 
Xanthopterin die Ausscheidungsform der Pteroylglutaminsiure sei und 
letztere bzw. ein ihr nahestehendes Derivat die eigentliche Wirkungs- 
form. Ein Beitrag zur Entscheidung dieser Frage soll in einer spiteren 
Arbeit geliefert werden!®, jedoch gibt sich aus diesen Uberlegungen die 
Vermutung, daB nicht das Xanthopterin als solehes, sondern 
eine Vorstufe die Beziehungen zu bestimmten Reaktions- 
laufen im Rahmen des EiweiB- bzw. Nucleinsiurenstoff- 
wechsels besitzt. Wenn die Vorstufe des Xanthopterins nicht die 
Pteroylglutaminsiiure oder ein ihr nahestehendes Derivat ist — und 
viele Befunde sprechen dafiir — so besteht doch verdiichtige Parallelitiat 
in den physiologischen Wirkungen von Xanthopterin und Folsiure*, die 
sich z.T. aus dem Vergleich der chemischen Konstitutionen vermuten 
lassen. FaBt man den Gesamtvorgang der Blutzellen-Neubil- 
dung funktionell als EiweiB- und Nucleinsiurensynthese 
auf, dann lassen sich auch die Koscharaschen Beobachtungen 
wenigstens skizzenhaft in ein vorlaufiges Bild von der Be- 
deutung dieser Wirkstoffe einordnen, obgleich man noch davon 
entfernt ist, Klarheit in diese Beziehungen bringen zu kénnen. 


Besprechung der Versuche 


Die Angaben von Koschara, v. d. Seipen und Aldred’ beziehen 
sich auf einzelne Analysen der Tagesharne gesunder und kranker Men- 
schen. Aus dem Vergleich der ,,Fluoreszenzzahlen“ als MaBstab fiir die 
tagliche Xanthopterinausscheidung (vgl. Versuchsteil), ergeben sich 
dann die Abweichungen von der Norm. Wir gebrauchten das nur wenig 
modifizierte, vereinfachte Analysenverfahren der genannten Autoren, 
untersuchten jedoch die Tagesharne der Patienten fortlaufend, zuweilen 


16 P. Decker, diese Z. 274, 223 [1942]. 

17 Angieret. 'al., Science [New York] 103, 667 [1946]; vgl. auch Science 
102, 227 [1945s, und ‘Lancet 250, 469 [1946]. 

18 Vgl. Tschesche, Angew. Chem. 59, 65 [1947]. 

19 Teilergebnisse der vorliegenden sowie der erwahnten spiteren Arbeit 
wurden bereits im Sommer 1948 auf der Tagung der Gesellschaft fiir Physio- 
logische Chemie in <ieeanarincmneny vorgetragen, vgl. Angew. Chem. 61, 
255 [1949]. 

* Folsiure sei bine als Gruppenbezeichnung fiir alle Abkémmlinge der 
Pteroylglutaminsiure, die sich durch Mehrgehalt an Glutaminylresten 
unterscheiden, gebraucht. 

6* 
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iiber 30 Tage, um ein genaues Bild von den Ausscheidungsschwankungen 
zu erhalten. 

Die Autoren setzten reines Xanthopterin dem Menschenharn zu 
und fanden es nach Adsorption an Kohle und Elution mit verdiinntem 
Alkali quantitativ wieder. Die gesamte Blaufluoreszenz des alkalischen 
Menschenharneluates ist nur etwa zur Hilfte bis zu einem Drittel 
Xanthopterinfluoreszenz. Die Restfluoreszenz soll aus Spaltprodukten 
des Xanthopterins bestehen, die entweder im Organismus selbst gebildet 
werden oder wihrend der Aufarbeitung der Harne mit Kohle entstehen. 

Wir haben zunichst gefunden, daB nach Kohleadsorption ein ge- 
ringer Anteil blaufluoreszierender Substanz im Kohlefiltrat verbleibt 
und schlieBen deshalb eine zweite Adsorption an. Die Fluoreszenzzahlen 
der beiden Eluate werden addiert. 

Zur Uberpriifung des Bestimmungsverfahrens benutzten wir zu- 
nichst Lésungen von synthetischem Xanthopterin, deren Fluoreszenz- 
intensitaten genau parallel ihren Konzentrationen gingen. Koschara 
wies darauf hin, daB nicht mit allen Qualitiiten Carboraffin gleich gute 
Ergebnisse erhalten werden. Mit dem uns zur Verfiigung stehenden 
Adsorptionsmaterial sahen wir recht oft gut stimmende Doppelwerte, 
zuweilen aber. auch Verluste zwischen 10—15%. Steigende Mengen 
Carboraffin bewirkten keine erhéhte Abnahme von Xanthopterin. Da 
KCN keinen Einflu8 auf die Fehlerbreite der Bestimmung hatte, schien 
es sich nicht um eine oxydative Zerstérung von Xanthopterin an der 
Kohleoberflache zu handeln. 

Zur naheren Charakterisierung der Xanthopterinfluoreszenz unter- 
suchten wir die Abhangigkeit ihrer Intensitat vom py des Milieus. Mit 
Teorell-Stenhagen-Puffergemisch im Bereich zwischen pg 2—12 wurden 
mit Xanthopterinlésung und Menschenharneluat (Abb. 1) ahnlich ver- 

















Abb. 1. Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitiit von Xanthopterin (O—O), 
Menschenharn-Eluat (x—x ), Hundeharn-Eluat (@—@® ) und Folsaure (Q—@©) 
vom pq im Bereich 2.0—12.0. Abszisse: py der Puffermischung nach 
Teorell-Stenhagen, Ordinate: Photometerwerte. 
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laufende Fluoreszenzkurven erhalten. Auch die mit Glykokoll-NaOH- 
Puffergemisch nach Sérensen erhaltenen Fluoreszenzkurven verlaufen 
gleichsinnig im fg-Bereich 10—13 (Abb. 2). Aus diesen Versuchen 
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Abb. 2. Abhiangigkeit der Fluoreszenzintensitét von Xanthopterin, 

Menschenharn-Eluaten, Hundeharn-Eluat und Folséure vom pg im Bereich 

10.0—13.0. Abszisse: py der Glykokoll-NaOH-Puffermischung nach S6- 

rensen, Ordinate: Photometerwerte. I, III, V u. VI: normale Menschen- 

harn-Eluate; II: Ikterusharn-Eluate; IV: Xanthopterin; VII: Folsaure; 
VIII: Hundeharn-Eluat. 


darf wohl geschlossen werden, daB die Fluoreszenz der Menschenharn- 
Eluate unter den hier eingehaltenen Arbeitsbedingungen in der Haupt- 
sache eine Pteridinfluoreszenz ist. 

Es fiel nicht leicht, die normalen Fluoreszenzzahlen gesunder 
Menschen zu bestimmen, jedoch nehmen wir aus dem Vergleich von an 
Normalpersonen und stoffwechselgesunden Rekonvaleszenten durch- 
gefiihrten Bestimmungen die normale Xanthopterinausscheidung zu 
FZ. 8—12 an. Bei manchen normalen Personen ist das Schwankungs- 
band etwa 4 FZ.-Einheiten sowohl nach oben als auch nach unten ver- 
schoben. Dies erschwert die Beurteilung einer Xanthopterinausscheidung 
bei Krankheitszustinden. Die Schwankungen hingen von verschiedenen 
Faktoren ab, die man nicht immer genau angeben kann. Im allgemeinen 
sind sie bei gesunden Normalpersonen haufiger als bei stoffwechsel- 
gesunden Rekonvaleszenten (z. B. nach Frakturen). Hier verlaufen 
haufig N-Kurve und Xanthopterin-Kurve deutlich parallel. Als Beispiel 
sei Abb. 3 angefiihrt, wobei bis etwa zum 10. Untersuchungstage die 
FZ.-Werte zwischen 7—10 liegen und dann weiter abfallen, vermutlich 
infolge der Reduktion der Stoffwechselintensitat bei liangerdauernder 
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Abb. 3. Xanthopterin- und Gesamtstickstoff-Ausscheidung im Tagesharn 
eines stoffwechselgesunden Rekonvaleszenten nach Verabreichung von 
Glutaminséure und synthetischem Xanthopterin. 


Bettligerigkeit und der eiweiBarmen ,,schonenden“ Krankenhauskost 
(vgl. Absinken der N-Ausscheidung). 

8° Die Beobachtung von Koschara und Hrubesch® sowie von Hér- 
lein’®, daB die Xanthopterinausscheidung durch perorale Zufuhr von 
synthetischem Xanthopterin unbeeinfluBt bleibt, konnte bestitigt 
werden (Abb. 3 u. 6). 

Auf die Beziehung des Xanthopterins oder einer Vorstufe zu Vor- 
giingen des EiweiBstoffwechsels weist die erhéhte Xanthopterinaus- 
scheidung nach Verabreichung von Eiwei®, zusiitzlich zur Normal- 
nahrung hin (vgl. 4 im Versuchsteil). Aus der Abb. 4 (Zufuhr von Gela- 
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Abb. 4. Xanthopterinausscheidung nach Verabreichung von Gelatine an 
eine gesunde Person. 


tine, die Kurve fiir Casein verliuft entsprechend) gewinnt man den Ein- 
druck, daB Stickstoff- und Xanthopterinausscheidung annihernd parallel 
gehen. In einem Fall wurden von der zugefiihrten Stickstoffmenge 
(Gelatine) etwa 53%, im anderen Falle (Casein) etwa 31% in Form von 
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Harnstoff wieder ausgeschieden. Leider konnten linger dauernde Ver- 
suche mit stark betonter EiweiBernahrung nicht durchgefiihrt werden 
(1947—1948!). 

Uberraschenderweise wird Xanthopterin nicht nur nach Zufuhr 
von Eiwei8 sondern auch nach intravenéser und peroraler Verabreichung 
von Harnstoff erhéht ausgeschieden. Die nachstliegendste Erklirung fiir 
diese Beobachtung ist, daB Xanthopterin nicht nur am intermediaren 
EiweiBstoffwechsel, sondern auch bei den Ausscheidungsvorgingen in 
den Nieren beteiligt ist. In diesem Falle sollte eine Beziehung zwischen 
Xanthopterinausscheidung und der tiglichen Harnmenge bestehen. 
Verabreichter Harnstoff bewirkt Diurese. Die Versuche (z. B. unter 5 im 
Versuchsteil) lieBen aber keine eindeutige Beziehung zwischen Harn- 
mengen und Xanthopterinausscheidung erkennen. Manchmal wurde eine 
Parallelitit beobachtet, in vielen Fallen nicht. Somit kann die Frage der 
Beteiligung des Xanthopterins an Ausscheidungsvorgiingen in den Nieren 
weder eindeutig bejaht noch verneint werden. 

Eine Moglichkeit, die Beziehung zwischen EiweiBstoffwechsel und 
Xanthopterinausscheidung zu verfolgen, bot uns, wie erwahnt, die post- 
operative Azoturie. Ihre Ursache laBt sich durch ,,Aufraumungsarbeiten* 
im Wundgebiet, etwa durch Beseitigen von Zelltriimmern, Sekreten 
u. dgl. allein nicht erklaren. Obgleich eifrig bearbeitet, ist die Ursache 
heute noch nicht eindeutig bekannt. 

Wir untersuchten zuniachst 6 Fille von Magenresektionen nach 
Billroth II ohne Komplikationen und einen Fall von chronischer Osteo- 
myelitis (Entfernen von krankhaftem Granulationsgewebe in einer 
Knochenhdohle des linken Oberschenkels). Wie Abb. 5 als Beispiel eines 











Abb. 5. Beziehung zwischen Xanthopterinausscheidung und Gesamt-N 
nach Magenresektion (Billroth IT). 


typischen Falles zeigt, geht die Stickstoffausscheidung der 
Xanthopterinausscheidung infolge vorherrschenden EiweiB- 
abbaus aus inneren Ursachen deutlich parallel: 
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Aber nicht in allen Fallen laufen Stickstoff- und Xanthopterin 
ausscheidung so streng parallel wie in jenem. Bei einem Patienten nach 
Operation (Oberbauchhernie) waren an zwei Tagen ausgepriigte Xan- 
thopterinspriinge festzustellen (Abb. 6), ohne daB eine Ursache hierfiir 
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Abb. 6. Xanthopterih- und Gesamt-N-Ausscheidung nach Operation einer 
Oberbauchhernie. 


zu erkennen war. Auch sonst ist der Kurvenverlauf atypisch. Erst vom 
13. Tage der Untersuchung ab haben wir dann einen angedeutet paral- 
lelen Verlauf beider Kurven. In zwei weiteren Fallen (Abb. 7 als Bei- 
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Abb. 7. Atypische Ausscheidung von Xanthopterin nach Magenresektion. 


spiel) haben wir auch gegeniiber den N-Ausscheidungen verzigerte 
Xanthopterinausscheidungen feststellen kénnen. Auch hierfiir lassen 
sich die Ursachen weder aus Krankheitsverlauf noch aus sonstigen Be- 
funden ermitteln. 
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Interessant erschienen uns einige Beobachtungen an chirurgischen 
Fallen mit infektiésen Komplikationen. Die vor der Operation (Appen- 
dicitis phlegmonosa) bestehende stark erhéhte Xanthopterinausschei- 
dung sank nach dem Eingriff sofort ab. In einem Falle verlief die Xan- 
thopterinausscheidung den Tagesmaximaltemperaturen deutlich parallel, 
wahrend keine Beziehung zur Stickstoffausscheidung bestand. Im 
anderen Falle stieg die Xanthopterinausscheidung stark an, wihrend 
die Temperaturen absanken. 

Im Falle des Kurvenverlaufs in Abb. 8 (Pleuropneumonie) lieB sich 
der Krankheitsverlauf an der Xanthopterinkurve direkt ablesen, wie 
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Abb. 8. Xanthopterin- und Gesamt-N-Ausscheidung bei Pleuropneumonie 
nach Verabreichung von Medikamenten. 


aus der Beschreibung unter 7 (Versuchsteil) hervorgeht. Hier haben wir 
ein Ausscheidungsmaximum mit FZ. 34 festgestellt, einen Wert, den 
wir nur selten beobachtet haben. 

Wir hatten Gelegenheit, mehrere Falle mit chronischem Krankheits- 
verlauf iiber langere Zeit zu untersuchen. Bei einer Endocarditis lenta 
wurde bei deutlich unternormaler Stickstoffausscheidung Xanthopterin 
stets erhéht ausgeschieden. An manchen Tagen schwankten die Fluores- 
zenzwerte stark. Hier haben wir an den beiden letzten Untersuchungs- 
tagen die héchsten FZ.-Werte mit 36 beobachtet, obgleich das auBere 
klinische Bild sehr gebessert schien. Nach den am 4. und 12. Unter- 
suchungstage durchgefiihrten Leberfunktionspriifungen nach Felix und 
Teske?° war die Leber deutlich geschidigt. 

Bei einer seit Jahren bestehenden allgemeinen Sepsis war ebenfalls 
eine Tendenz zu erhéhter Xanthopterinausscheidung. 


20 K. Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 173 [1941]. 
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Die einmal beobachtete Parallelitit zwischen Xanthopterinaus- 
scheidung und Kérpertemperatur fiihrte uns dazu, die Fluoreszenz- 
intensitaét bei kiinstlichem Fieber zu untersuchen (Abb. 9). Auch hier 
fanden wir einen ganz deutlichen Anstieg der Xanthopterinfluoreszenz, 
allerdings erst am Tage nach der Verabreichung von Pyrifer. 

Aus diesen klinischen Untersuchungen ergibt sich zunachst unver- 
kennbar, daB neben der Parallelitiit zwischen Xanthopterinausscheidung 
und EiweiBabbau bei ungestértem Heilungsverlauf auch noch Bezie- 
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Abb. 9. Xanthopterin-Ausscheidung nach Pyriferfieber. 


hungen des gelben Farbstoffs zu anderen Vorgiingen im kranken Or- 
ganismus bestehen miissen. Es handelt sich wahrscheinlich um eine 
Verkniipfung der Xanthopterinsynthese bzw. der physiolo- 
gischen Funktion des Xanthopterins oder einer Vorstufe zu 
EiweiBumbauvorgangen, vielleicht auch zu Vorgingen im Nuclein- 
siurenstoffwechsel, an die nach vielen Befunden der Literatur durchaus 
zu denken wire. Die Umbaureaktionen iiuBern sich dann nicht in ver- 
mehrter Ausscheidung von Stickstoff. Die komplexen Vorgiinge, die wir 
als Infektabwehr bezeichnen, sind in der Hauptsache EiweiBreaktionen. 
Auch bei Pyriferfieber diirfen wir solche UmbaumaSnahmen annehmen. 
Wenn neben streng parallelen Kurven auch atypische beobachtet 
werden, so mag das daran liegen, daB die Stoffwechselprozesse im 
abwehrbereiten Organismus noch komplizierter sind als im 
normalen, und Vorginge hinzukommen, in die die Analysen 
zweiter GréBen, der Stickstoff- und Xanthopterinaus- 
scheidung mit dem Harn, keinen Einblick verschafft. Die 
atypisch verlaufenden Kurven nach Operationen ohne infektiédse Kom- 
plikationen sind vielleicht konstitutionsbedingt. 
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Tierversuche 


Wir haben versucht, die am Menschen gewonnenen Erfahrungen 
iiber die physiologische Funktion des Harnxanthopterins am Versuchs- 
tier zu reproduzieren und zu erweitern. Obgleich Koschara angibt, daf 
seine abgekiirzte Fluoreszenzmethode nur fir Menschenharn und einige 
Versuchstiere, aber nicht fiir den Hund brauchbar sei, fanden wir sie 
in hier nicht wiedergegebenen Vorversuchen auch fiir den Hundeharn 
anwendbar. Die Fluoreszenzkurve von Hundeharneluat (Abb. 1 u. 2) 
verlauft aber anders als die von Menschenharneluat, und wir nehmen 
an, daB Hundeharn eine blaufluoreszierende Verbindung enthilt, die 
vom Xanthopterin verschieden ist. Wir sprechen im folgenden besser 
von ,,blaufluoreszierender Substanz‘‘. 

Schon die Verfiitterung gréBerer Mengen Gelatine und Casein zu- 
sitzlich zum gewéhnlichen Futter, ergab eine ganz andere Kurve als 
beim Menschen (Abb. 10 als Beispiel mit Gelatine). Bei stark erhéhter 
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Abb. 10. Beziehung zwischen Blaufluoreszenz des Harn-Eluates und der 
N-Ausscheidung nach Verabreichung von Gelatine beim Hund. 


N-Ausscheidung blieb die blaufluoreszierende Substanz unbeeinfluBt. 
Auch nach Verabreichung relativ groBer Mengen Harnstoff stieg die 
Blaufluorezenz nicht an. Nur nach Zufuhr von Harnsiure war an zwei 
Tagen die FZ. ganz leicht erhéht. Wurde als Parallele hierzu Harnsiiure 
an eine Versuchsperson verabreicht, so war nicht mehr Xanthopterin 
im Harn vorhanden als normal. 

Nach Verabreichung gréBerer Mengen von Nucleinsiure (aus 
Nucleoprotamin von Heringsspermien) war die Blaufluoreszenz nur an 
einem Tage schwach erhéht. Wegen Mangel an Nucleinsiure und aus 
Griinden der zu jener Zeit auBerst schwierigen Tierhaltung konnten 
diese Versuche nicht mehr fortgesetzt werden. 

Interessant war auch der Vergleich der Pyithulttebervvemche am 
Tier und am Menschen. Einem Hund wurden mehrmals steigende Mengen 
Pyrifer, bis zur Einzeldosis von 2000 E intravenés verabreicht, worauf 
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die Temperatur bis zu 40,3 anstieg. Obgleich die Stickstoffkurve stark 
schwankte und an einem Fiebertage etwa 11 g N ausgeschieden wurden, 
war die Fluoreszenzkurve niemals iiber die Norm erhéht. 

Am Hund lassen sich somit die am Menschen beobachteten Fluo- 
reszenzerscheinungen im Harn nicht reproduzieren. Auch scheint die 
blaufluoreszierende Substanz des Hundeharneluates eher eine Beziehung 
zum Nucleinsiurenstoffwechsel zu besitzen als zum EiweiBstoffwechsel. 


Nucleinsaure per os 
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Abb. 11. Beziehung zwischen Blaufluoreszenz des Harn-Eluates und der 
N-Ausscheidung nach Verabreichung von Nucleinsiure beim Hund. 








Beschreibung der Versuche 


Die 24-Stdn.-Harne der Patienten und Versuchstiere (Hunde) wurden 
nach der nur wenig modifizierten Methode von Koschara, v.d. Seipen, 
und Aldred? auf Xanthopterin untersucht und der Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. Die Abanderung des Verfahrens bestand darin, daB 
der Durchlauf von der Adsorption des Xanthopterins an Carboraffin C 
nochmals mit der gleichen Menge Adsorbens behandelt wurde. Die Resul- 
tate sind stets in ,,Fluoreszenzzahlen‘‘ angegeben, die nach der Formel 


Photometerwert x Tagesharnmenge FZ 
100 x Kiivettendicke x 100 i at 





berechnet werden. Die Fluoreszenzzahlen von Haupt- und Nachadsorption 
werden addiert. Die FZ. sind also nur Reiativzahlen und sagen nichts tiber 
die absolute Ausscheidung von Xanthopterin aus. 


1. Uberpriifung des Bestimmungsverfaiirens: 


100 cem einer verdiinnten Lésung von synthetischem Xanthopterin* 
in Wasser hatten eine FZ. von 13,9. Nach Adsorption und Elution: 11,8 = 
85%. 5ccem einer Xanthopterinstammidésung auf 100 ccm aufgefiillt, er- 
gaben FZ. 52,9. 10 ccm der gleichen Lésung 105,2, 15 ecm ergaben 158,0. 
Berechnet man die Ergebnisse auf je 5cem Xanthopterinlésung, so erhalt 
man 52,9, 52,6 und 52,7. Die Fluoreszenzintensitit der Xanthopterin- 
lésungen geht proportional der Konzentration. 








_ #l Hrn. Dir. Dr. F. Mietzsch, Wuppertal, danken wir sehr fiir die 
Uberlassung von reinem Xanthopterin. 
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Zusatz von Xanthopterin zu Menschenharn: 

100cem Menschenharn. ............. . FZ. 25,7 

100ccm Xanthopterinlédsung.......... .. FZ. 13,9 
berechnet 39,6 
gemessen 35,8 = 90,4% 


Adsorption mit steigenden Mengen Carboraffin: 
100 cem Menschenharn mit 500mg Carboraffin: FZ. 13,2 
mit 1000 mg Carboraffin: FZ. 14,4 
mit 1500 mg Carboraffin: FZ. 14,0. 


Durch steigende Mengen Adsorbens wird der Verlust an Xanthopterin nicht 
gréBer. Er scheint auf irreversibler Adsorption eines bestimmten Anteiles 
an Xanthopterin zu beruhen. 


EinfluB von KCN: 


5cem Xanthopterinlésung + 95 cem Harn F2Z.: 72,1 
5cem Xanthopterinlédsung -- 95cem Harn +leem 1% KCN FZ. 72,9 
10cem Xanthopterinlésung + 90 cem Harn FZ. 135,6 
10ccm Xanthopterinlésung + 90 ccm Harn +1leem 1% KCN FZ. 134,0 
15ccm Xanthopterinlésung + 85 cem Harn FZ. 165,8 


15 ccm Xanthopterinlésung + 85 cem Harn +1lcem 1% KCN FZ. 164,8 


Einflu8 steigender Mengen Harnstoff auf die Xanthopterin- 
fluoreszenz: 

100 cem Menschenharn (mit 500mg Carboraffin) FZ. 12,5 

4- 500mg Harnstoff FZ. 11,2 

1000 mg Harnstoff FZ. 12,4 

2000 mg Harnstoff FZ. 11,9 

+ 4000 mg Harnstoff FZ. 12,0 


2. Die Abhangigkeit der Fluoreszenz vom pq: 


Je 2ccm Eluat von Menschenharn wurden mit 8 cem der angegebenen 
Puffermischungen versetzt und photometriert. Zum Vergleich wurde die 
Fluoreszenz einer Lésung von synthetischem Xanthopterin herangezogen. 
In den Kurven sind die FZ. gegen das py der Puffer aufgetragen. Uber 
den weitesten py-Bereich (2,0—12) erstreckt sich die Puffermischung nach 
Teorell-Stenhagen®*, Abb. 1 zeigt die Fluoreszenzabhingigkeit von 
Menschenharneluat und synthetischem Xanthopterin mit diesem Puffer, 
Abb. 2 diejenigen mit Glykokoll-NaOH-Pfuffer nach Sérensen. Die 
Messungen gingen hierbei nur von pq 10,0—13,0. 

Die beiden Fluoreszenzkurven von Xanthopterin und Menschenharn- 
Eluat in Abb. 1 verlaufen ganz ahnlich. Im sauren Bereich liegt die Xanthop- 
terinkurve unter derjenigen des Menschenharn-Eluates und tbersteigt sie 
erst in der Nahe des Neutralpunktes. Dann liegt sie wesentlich héher, ent- 
sprechend dem héheren Gehalt an fluoreszierender Substanz. Der flachere 
Verlauf der Kurve von Menschenharn-Eluat ist wohl darauf zuriickzufiihren, 
daB neben Xanthopterin noch Verbindungen mit anderen Fluoreszenz- 
eigenschaften vorhanden sind, oder vielleicht auch solche, die die Xanthop- 
terinfluoreszenz léschend beeinflussen. Mit Glykokoll-NaOH-Puffer (Abb. 2) 
ist der gleichsinnige Verlauf beider Fluoreszenzkurven eindeutig, mit Aus- 
nahme eines Ikterusharneluates, in welchem stérende Verbindungen in 
groéBerer Menge anzunehmen sind. Die Knickpunkte liegen nicht scharf 
iibereinander, sondern streuen zwischen pq 12—12,5. 


22 T. Teorell u. A. Stenhagen, Biochem. Z. 299, 417 [1939]. 
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In beiden Abbildungen sind auch die entsprechenden Fluoreszenz- 
kurven von Hundeharn-Eluat und von Pteroylglutaminsiure*’ eingetragen. 
Die fluoreszierenden Substanzen in ersterem und in Pteroylgiutaminséure 
sind nach diesen Messungen unabhiangig vom pq. 


3. EinfluB der Verabreichung von Xanthopterin auf die Aus- 
scheidung. 

Einer Normalperson (Rekonvaleszentin nach Knéchelbruch) wurden 
an drei Tagen je 10 mg Xanthopterin per os, in Tee aufgeschwemmt verab- 
reicht (Abb. 3). Auf die Zufuhr von Glutaminsiiure wird weiter unten ein- 
gegangen. Eine andere Versuchsperson erhielt im Rekonvaleszentenstadium 
5 je 30 mg Xanthopterin. Der Kurvenverlauf wird spiter in Abb. 6 wieder- 
gegeben. In keinem Falle wurde Xanthopterin im Harn vermehrt ausge- 
schieden. Stickstoff- und Xanthopterinkurve in Abb. 3 laufen deutlich 


parallel. : 


4. Verabreichung von Gelatine, Casein, EiweiBhydrolysat und 

Glutaminsaure. 

Einer 34-jahrigen, miannlichen, stoffwechselgesunden, nicht bett- 
lagerigen Vp wurden nach 4 Vortagen wiihrend 5 Versuchstagen die in 
Abb. 4 bezeichneten Mengen Gelatine zusitzlich zur normalen Kost ver- 
abreicht. Entsprechend erhielt eine 26-jahrige, ebenfalls gesunde Vp an 
5 Tagen die Halfté der im Gelatineversuch gegebenen Mengen Casein. Die 
Mittelwerte von Vor- und Versuchsperioden sind als gestrichelte Linien 
eingezeichnet. Der erhéhten Ausscheidung von Gesamt-N infolge der zusatz- 
lichen Verabreichung. von EiweiB entspricht eine soleche von Xanthopterin. 

Mit insgesamt 300g Gelatine wurden im ersten Fall 42g Stickstoff 
zusitzlich zugefiihrt. Nehmen wir die Normalausscheidung an N wahrend 
der Versuchstage in der gleichen Héhe an wie in den Vortagen (12,2 g im 
Mittel), so wurden zusiatzlich durch die Gelatinezufuhr ausgeschieden: 
5X (16,8—12,2) = 23g N. 

Im zweiten Fall wurden mit 150g Casein nur 24g N zusitzlich zu- 
gefiihrt. Die Normalausscheidung betrug im Mittel 10,0 g, die zusitzliche 
N-Ausscheidung wiahrend der Versuchstage 5» (11,5—10,0) =7,5g N. 

Der Vp von Abb. 3 wurde an drei Tagen je 10g (mit 3g N) und einer 
anderen Vp dreimal je 30g Glutaminsiure (mit 9g N) verabreicht. Es 
wurde kein EHinflu8 auf den Kurvenverlauf beobachtet. 

Dem Patienten von Abb. 7 wurden in den Vortagen der Operation 
aufeinanderfolgend 30,60 und 90g eines pulverférmigen Aminoséuren- 
gemisches (Caseinhydrolysat mit insgesamt 27 g N) zusitzlich zur Normal- 
nahrung verabreicht. Der Kurvenverlauf ist atypisch. Nur am Mitteltage 
stieg die N-Ausscheidung an und sank am darauffolgenden Tage wieder ab, 
obgleich noch gréB8ere Mengen an Aminosiiuren verabreicht wurden. Die 
Xanthopterinkurve ist kaum erhéht. Es handelt sich um einen Menschen 
mit atypischer Ausscheidung von Xanthopterin. 


5. Verabreichung von Harnstoff an normale Versuchsper- 
sonen. 

An zwei stoffwechselgesunde, bettlagerige Personen (62jaéhriger und 
50jahriger Mann, zur Beobachtung wegen Ulcus ventriculi aufgenommen) 
wurden 70 g Harnstoff mit 32,6 g N bzw. 55 g Harnstoff mit 25,7 g N) teils 
per os und teils intravenés verabreicht. Die Bilanz zwischen normaler und 
erhéhter Stickstoffausscheidung infolge Harnstoffzufuhr war in beiden 


23 Folvite (Folic acid) der Lederle Laboratories. Die Praparate ver- 
danken wir der Vermittlung von Hrn. cand. med. H. H. Wagner, Frank- 
furt/Main. 
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Fallen nicht eindeutig zu ziehen, da aus klinischen Griinden nur wenige 
Vor- und Nachtage untersucht werden konnten. Mit dem Gesamtstickstoff 
des Harnes ging die Xanthopterinausscheidung zuweilen parallel, wahrend 
eine Beziehung zwischen Harntagesmengen und Xanthopterin nicht sicher 
erkennbar war. 


6. Atypischer Verlauf bei komplikationslosen Operationen. 


a) A. D., 27 Jahre, Mann, Operation einer Oberbauchhernie infolge 
SchuBverletzung. Untersuchung auf N- und Xanthopterinausscheidung 
wihrend 20 Tagen (Abb. 6). Am 6. und 9. Tage zwei deutliche Xanthopterin- 
spriinge ohne gleichzeitige Erhéhung der N-Ausscheidung. An jenen Tagen 
hatte sich der Patient nach den Aufzeichnungen der Krankengeschichte 
nicht wohl gefiihlt, klinisch war sonst nichts zu bemerken. Am 11.—13. Tage 
starkes Hungergefiihl und Verzehr groBer Mengen eiweiBreicher Nahrungs- 
mittel (Fleisch, Eier). Abgesehen von den Spriingen ist die Parallelitét der 
beiden Kurven nur angedeutet. Véllig andersartiger Verlauf der Kurve der 
Harntagesmenge. ] 

b) A. K., Mann, 49 Jahre, Magenresektion wegen Ulcus duodeni. In 
den Vorbereitungstagen Verabreichung von insgesamt 180 g eines trockenen 
Aminosiurengemisches, dargestellt aus einem Caseinhydrolysat (Abb. 7). 
Untersuchung wihrend 26 Tagen, davon 8 Tage vor der Operation. Schon 
der Kurvenverlauf wihrend der Vortage lieB vermuten, da8B es sich um 
eine atypische Erscheinung handelt. Am Tage nach der Operation stiegen 
zwar beide Kurven deutlich an, die Xanthopterinkurve blieb jedoch zuriick. 
Dem niachsten N-Anstieg am 15. Tage folgte der X-Anstieg erst am 18. Tage, 
und dem letzten N-Gipfel am 22. Tage folgte der Xanthopteringipfel am 
24. Tage. Die Kurve der Harntagesmenge folgt den anderen Kurven nur 
in einigen Teilstiicken, in anderen verliuft sie nicht parallel. 


7. Ausscheidung bei infektidsen Komplikationen und Infek- 
tionskrankheiten. 

L. N., Frau, 25 Jahre, litt an Pleuropneumonie und kam erst in den 
letzten Tagen eines EleudronstoBes zur Untersuchung (Abb. 8). Die N-Aus- 
scheidung war wahrend der 20 Untersuchungstage etwas unternormal. Die 
stark erhéhte X-Ausscheidung sank in den ersten Tagen infolge der Eleudron- 
gaben etwas ab und stieg darauf wieder deutlich an, bis zum Gipfelwert 
von FZ. 34 am 5. Untersuchungstage. Auf eine massive Gabe von 5g 
NaCl als 10-proz. Lésung i. v. sank die X-Ausscheidung rapide und stieg 
dann am 8. Tage noch einmal schwach an. Ob das darauffolgende Absinken 
auf die Omnadinwirkung zuriickzufiihren ist, kann nicht entschieden werden. 
Im spiteren Kurvenverlauf ist eine gewisse Parallelitit zwischen N- und X- 
Ausscheidung unverkennbar, ebenso besteht in manchen Kurvenabschnitten 
eine Parallelitaét zwischen der letzteren und den Harntagesmengen. 


Tierversuche 


Ausgewachsene Hunde in méBigem Ernahrungszustand von 11,5 und 
13,5 kg K6rpergewicht wurden in Stoffwechselkaéfigen gehalten und die 
Harnportionen gesammelt. Die Harntagesmengen wurden vereinigt und 
aliquote Teile auf N und Xanthopterin wie friiher beschrieben untersucht. 


8. Verfiitterung von Casein und Gelatine. 

Hund J. erhielt nach 5 Vortagen die in Abb. 10 bezeichneten Mengen 
Gelatine, in 5 Tagen insgesamt 275 g mit 38,5 g Stickstoff, zusitzlich zum 
normalen Futter, das in jenen Tagen der Mangelernéhrung sehr karg war. 
Nehmen wir den Mittelwert der normalen N-Ausscheidung aus den 5 Vor- 
und den 4 Nachtagen zu 3,5 an, so wurden wihrend der 5 Versuchstage und 
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dem ersten Nachtage insgesamt 38,6g N (59,6—21g) vermehrt ausge- 
schieden, d.h. der gesamte in Form von Gelatine verfiitterte Stickstoff. 
Die N-Kurve ist wahrend der Fiitterungstage deutlich erhéht. Die Fluores- 
zenzkurve wird durch erhéhte N-Ausscheidung nicht beeinfluBt. 


Hund P. erhielt nach 2 Vortagen pro Tag je 30 g Casein, insgesamt 90 g, 
dann nach zwei Zwischentagen nochmals an drei Tagen je 100g. 390g 
Casein enthielten 62,4 g N. Die zusitzliche N-Ausscheidung an den Zufuhr- 
tagen betrigt 46% der verfiitterten Menge. Es besteht allerdings die Még- 
lichkeit, daB ein Teil des verfiitterten Caseins unverdaut mit dem Kot ab- 
gegangen ist. Kotanalysen wurden nicht durchgefiihrt. Auch hier ist die 
N-Kurve an den Tagen der Caseinverfiitterung deutlich erhéht, die Fluores- 
zenzkurve dagegen unbeeinfluBt. 


9. Verfiitterung von Harnstoff und Harnsiéure. 


Hund J. erhielt nach 5 Vortagen insgesamt 180 g Harnstoff per os in 
5 Tagen, mit 84g Stickstoff. Der Harnstoff wurde reaktionslos vertragen. 
Mittelwert der normalen taglichen N-Ausscheidung aus 5 Vor- und 5 Nach- 
tagen: 5,7g. Zusitzliche N-Ausscheidung wihrend der Zufuhrperiode: 
79,8 g (103,3—28,5). Der in Form von Harnstoff zugefiihrte Stickstoff er- 
schien zu 95%, d. h. also quantitativ im Harn wieder. Wahrend die N-Kurve 
einen ganz erheblichen Sprung macht, bleibt die Fluoreszenzkurve zunichst 
unbeeinfluBt und steigt erst am letzten Fiitterungstage tiber die Norm an. 
Sie erreicht am tibernaéchsten Tage aber wieder das normale Niveau. 

b) Hund P: erhielt nach 4 Vortagen insgesamt 60 g Harnséure per os 
in 5 Tagen. Es ist sehr fraglich, welcher Anteil hierbei resorbiert worden ist, 
denn die N-Ausscheidung zeigte kaum eine Erhéhung wahrend der Zufuhr- 
tage. Dagegen war die Fluoreszenz ein wenig erhéht, was bei den sonstigen 
annahernd konstanten Werten ins Gewicht fallt. 


10. Verfiitterung von Nucleinsiaure. 

Hund J. erhielt nach 5 Vortagen die in Abb. 11 bezeichneten Mengen 
Nucleinséure (nach Abtrennen des Clupeins aus Nucleoprotamin von 
Heringsspermien erhalten) insgesamt 180g in 5 Tagen. Die beiden Kurven 
verlaufen einander parallel. Der N-Zacke am 7. Tage folgt eine Zacke der 
Fluoreszenzkurve. 


11. Kiinstliches Fieber beim Hund. 

Nach 4 Vortagen wurden dem Hund J. zuniichst an zwei aufeinander- 
folgenden Tagen 25 und 100 Einheiten Pyrifer i. v. verabreicht. Es folgten 
4 Zwischentage, worauf 500 und 2000 Einheiten gegeben wurden. Die Tempe- 
ratur wurde rektal gemessen. 

21.11. 47: J. erhalt 25 E Pyrifer i. v. 

10h: 38,2°, 10.03h: Injektion, 15.15 h: 38,7° 15.45h: 39,1° (Maximum 
nach 7 Stdn. 45 Min.), 16.45h: 38,9°. 

22.11. 47: J. erhalt 100 E Pyrifer 

10h: 38,29, 10.15 h: Injektion, 13.00h: 38,7°, 14.00h 39,0° (Maximum 
nach 3 Stdn. 45 Min.), 14.30 h: 38,99, 15.30 h: 38,7°. 

27. 11. 47: J. erhalt 500 E Pyrifer 

12.00 h: 38,5°, Injektion, 12.45h: 39,19, 13.15 h: 39,39, 13.45h: 39,29, 
14.15: 40,29, 14.46 h: 40,39 (Maximum nach 2 Stdn. 45 Min.), 15.15 h: 
40,0°, 15.45 h: 39,6°. 

J. erhalt 2000 E Pyrifer 

10.00 h: 38,29, Injektion, 10.45h: 39,89, 11.35h: 40,3° (Maximum nach 

1 Stde. 45 Min.), 12.00 h: 40,1°, 13.00 h: 39,79, 14.00 h: 39,1°. 
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Die ersten drei Pyriferinjektionen wurden, abgesehen von der Erhéhung 
der Kérpertemperatur, reaktionslos vertragen. Auf 2000 E Pyrifer erbrach 
sich der Hund gegen Ende der Fieberperiode. Die N-Kurve verlauft im ersten 
Teil relativ ruhig, ebenso die Fluoreszenzkurve. Auf 500 E Pyrifer trat 
TemperaturerhGhung auf 40,3° ein. Die N-Ausscheidung stieg auf das 
Doppelte des Normalwertes an, der Fluoreszenzwert war leicht erhéht. Auf 
2000 E Pyrifer stieg die Kérpertemperatur ebenfalls auf 40,3°. Die N-Aus- 
scheidung war jetzt jedoch normal, und auch der Fluoreszenzwert war ab- 
gesunken. Eine eindeutige Beziehung li8t sich somit nicht aufstellen. 


Frl. Marianne Buchka sowie den Hrn. stud. med. Helmut Mengel, 
stud. phil. Jorg Eckhardt und Hermann Schultze danken wir fiir ihre 
Mithilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung 


1. Verabreichung von Casein und Gelatine an Menschen erhéhte 
die Ausscheidung von Xanthopterin im Harn. 

2. Auch nach intravenéser und peroraler Zufuhr von Harnstoff war 
der Xanthopteringehalt des Harns erhéht. 

3. Bei 6 Fallen von Magenresektionen mit postoperativer Azoturie 
verlief die Ausscheidung von Xanthopterin derjenigen von Gesamt-N 
fast stéchiometrisch parallel. 

4. Es wurden auch Faille beobachtet, bei denen diese Parallelitat 
durchbrochen war und ,,Xanthopterinspriinge“ ohne erkennbare Ur- 
sache auftraten. 

5. Bei chirurgischen Fallen mit infektidsen Komplikationen (Ap- 
pendicitiden u. a.) war die Xanthopterinausscheidung stark erhéht, ohne 
zur N-Ausscheidung eine Beziehung zu haben. 

6. Bei einem Fall bestand eine Beziehung zwischen Kérpertempera- 
tur und Xanthopterinausscheidung. Bei Pyriferfieber wurde Xanthop- 
terin erhéht ausgeschieden. 

7. Bei Endocarditis lenta war der Xanthopteringehalt des Harnes 
stindig erhdht. 

8. Bei verschiedenen Krankheiten bestand keine Beziehung zwischen 
Xanthopterinausscheidung und Leberschidigung, erkennbar durch die 
Leberfunktionspriifung nach Felix-Teske. 

9. Nach Verfiitterung gréBerer Mengen Eiwei8 (Gelatine, Casein) 
an Hunde war im Gegensatz zum Menschen keine erhéhte Fluoreszenz 
des Harnes nachweisbar. 

10. Verabreichung von Harnsiiure oder Nucleinsiure bewirkte eine 
geringe Erhéhung von blaufluoreszierendem Harnbestandteil. 

11. Pyriferfieber fiihrte beim Hund nicht zu héherer Ausscheidung 
von blaufluoreszierender Substanz im Harn. Der blaufluoreszierende 
Bestandteil des Hundeharns ist wahrscheinlich kein Pteridinderivat. 


~I 
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Uber die Ausscheidung von Xanthopterin nach Verabreichung 
von Pteroylglutaminsadure beim Menschen 


Von 
H. M. Rauen und C., v. Haller 


Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. und der Chirurgi- 
schen Abteilung des St. Markuskrankenhauses Frankfurt a. M.-Bockenheim 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Marz 1950) 


Es kann angenommen werden, dafi das Xanthopterin (II) 
des Harns héherer Saugetiere und des Menschen ein Abbauprodukt 
der Pteroylglutaminsaure (I)? und der zur Folséuregruppe ge- 
hérenden homologen Pteroyl-polyglutaminsiuren ist. 

Der mégliche Abbaumechanismus kénnte durch hydrolytische Spaltung 
zwischen dem Pteridinanteil und dem _ p-Amino-benzoyl-glutaminsaure- 
anteil eingeleitet werden. Der erstere kénnte dann tiber den 2-Amino- 
6-oxy-pteridinaldehyd-(8) zur Carbonsiiure oxydiert werden und durch 
oxydative Decarboxylierung das Xanthopterin entstehen. Es ist auch 
an eine primare Dehydrierung der Briicke —-CH, - NH — zu — CH: N— 
und anschlieBende hydrolytische Spaltung zu Pteridinaldehyd und p-Amino- 
benzoylglutaminséure zu denken. Zur Priifung dieser Hypothese sind 
fermentchemische Arbeiten erforderlich, mit denen wir beschaftigt sind. 

Im AnschluB an Untersuchungen iiber die Beziehung von Xan- 
thopterin zum EiweiBstoffwechsel* haben wir auch einige Versuchs- 
reihen durchgefiihrt, in denen der Einflu8 von verabreichter Pteroyl- 
glutaminsiure auf die Héhe der Ausscheidung von Xanthopterin beim 
Menschen verfolgt wurde. Wir gingen von der Uberlegung aus, daB sich 
das Harnxanthopterin vermehren miiBte, wenn eine biogenetische Be- 
ziehung zwischen Xanthopterin und Pteroylglutaminsaure besteht. 


OH 
o ON COOH 
Ve \ ° 
N C-CH,-NH- ».CO-NH-CH 
| en 
HN-¢ C H a 
\ A™: yf 
N7 \N cn, 
I COOH 
OH 
Fe ae 
¢ ¢.0H 
unc 6G) te 
\w/\ywY 
I 


1 Vgl. R. Purrmann, Die Chemie 56, 253 [1943]. 
2? Vgl. R. Tschesche, Angew. Chem. 59, 65 [1947]. 
5’ H. M. Rauen u. C. v. Haller, diese Z. 286, 79 [1950], voranstehend. 
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Zu den Untersuchungen dienten stoffwechselgesunde Rekon- 
valeszenten nach chirurgischen Eingriffen, da hier nach friiheren Er- 
fahrungen die Xanthopterinausscheidung im allgemeinen ruhig verlauft 
und keine unkontrollierbaren ,,Ausscheidungsspriinge“ zu erwarten sind. 

Im ersten Versuch wurden 7-mal je 15 mg synthet. Pteroylglutamin- 
siure subkutan und 1-mal 15 mg per os, insgesamt 120 mg in 8 Tagen, 
verabreicht. Nach Abb. 1 verlaufen im letzten Teil die Kurven der 
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Abb. 1. Ausscheidung von Xanthopterin und Ges.-N nach Choledocho- 
duodenostomie. Vom 26.—33. Tage’ Verabreichung von je 15mg Pteroyl- 
he glutaminséiure subkutan und peros. I—III: Blutentnahme. 


Tagesmengen von Xanthopterin, ausgedriickt als Fluoreszenzzahl F. Z., 
und der Harntagesmengen deutlich parallel, waihrend die Kurve von 
Ges.-N etwas abweicht. Auf diese vorliufig noch nicht zu deutenden 
Beobachtungen wurde in der ersten Arbeit® ausfiihrlicher eingegangen. 
Die Xanthopterinausscheidung wurde durch die Zufuhr von Pteroy]l- 
glutaminsiure nicht beeinfluBt. 

Der zweiten Versuchsperson wurden iiber 12 Tage je 15 mg Pteroyl- 
glutaminsiiure abwechselnd subkutan und per os, insgesamt 180 mg, 
gegeben. Hier verliefen nach Abb. 2 Xanthopterin- und Ges.-N-Kurven 
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Abb. 2. Xanthopterinausscheidung nach abwechselnd subkutaner und 


peroraler Verabreichung von je 15mg Pteroylglutaminsiure. 
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zunichst nicht parallel. Einige F.Z.-Werte lagen mit 14,5 und 15,0 
nur wenig iiber der oberen normalen Grenze (F.Z.12). Dann aber 
lagen bei parallelem Kurvenverlauf die Xanthopterinwerte innerhalb 
der normalen Schwankungsbreite von F.Z. 8—12. Auch hier war die 
Xanthopterinausscheidung nach Verabreichung von Pteroylglutamin- 
sure nicht verandert. 

Bei der dritten Versuchsperson gingen wir zur ausschlieBlich 
peroralen Zufuhr der Pteroylglutaminsiure iiber; sie erhielt 8-mal 
je 15 mg, insgesamt 120 mg. Nach Abb. 3 schied diese Vp. unternormale 
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Abb. 3. Xanthopterinausscheidung nach peroraler Verabreichung von je 
15mg Pteroylglutaminsiure. 


Mengen Xanthopterin und Ges.-N aus, bei deutlich parallelem Verlauf 
der Kurven. An zwei Tagen stiegen die F. Z.-Werte auf 10 und 11, 
lagen aber noch in der normalen Grenze. Abgesehen von diesen beiden 
schwachen Erhéhungen war die Ausscheidung von Xanthopterin an 
den Tagen der Zugabe von Pteroylglutaminsiure unbeeinfluBt. 

Im vierten Versuch wurden dann 7-mal je 30 mg Pteroylglutamin- 
siiure, also die doppelte tagliche Dosis wie in den vorhergehenden, 
intravenés verabreicht. Beide Kurven in Abb. 4 deuten durch ihren 
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Abb. 4. Xanthopterinausscheidung nach intravendser Verabreichung von 
je 30mg Pteroylglutaminsiure. 
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unruhigen Verlauf an, daB der Organismus noch nicht in das Stadium 
der normalen Stoffwechsellage gekommen war. Das geht auch aus den 
Ergebnissen der Blutuntersuchungen hervor, die weiter unten be- 
sprochen werden. Wenn die normalen F.Z.-Werte zwischen 8—12 
liegen, was sich aus der Zusammenfassung einer gréBeren Zahl von 
Untersuchungen an gesunden Menschen ergab, so miissen wir die Werte 
im letzten Drittel der Kurve zwischen 3 und 8 als unternormal ansehen, 
die nach vélliger Gesundung wieder auf Werte zwischen 8—12 an- 
steigen. Die beiden Gipfelwerte am 5. und 9. Untersuchungstage lagen 
mit F.Z. 13 und 14 ganz schwach iiber der Norm und kénnen nicht 
auf die Wirkung der Zufuhr von Pteroylglutaminsiure zuriickgefiihrt 
werden. Folgende Berechnung macht dies noch deutlicher. Aus 30 mg 
Pteroylglutaminsiure pro Tag kénnten beim Abbau in der angenom- 
menen Weise 12mg Xanthopterin entstehen. Wenn ein normaler 
F. Z.-Wert von 12 der von Koschara* bestimmten normalen tiglichen 
Ausscheidung von 4 mg Xanthopterin entspricht, hatten an den Tagen 
der Verabreichung von Pteroylglutaminsiure in obiger Versuchsreihe 
F. Z.-Werte von 12 + 36 = 48 gegeniiber 15 gefunden werden miissen. 
Als héchste Werte wurden friiher bei schweren infektidsen Erkran- 
kungen (Peritonitiden, Pneumonien, Endocarditis lenta u.a.) F. Z. 
34-36 festgestellt. Ganz entsprechende Berechnungen gelten auch 
fiir die drei vorhergehenden Versuche. An den Tagen der Zufuhr von 
15mg Pteroylglutaminsiure hatten etwa 6mg Xanthopterin mehr 
ausgeschieden werden miissen, d.h. insgesamt etwa 10mg. Diese 
wiirden einen F. Z.-Wert von etwa 30 ergeben. Selbst wenn man an- 
nimmt, da& nur 10% der verabreichten Pteroylglutaminsiure als 
Xanthopterin im Harn wiedererscheinen und der gréBte Teil zu nicht 
fluoreszierenden Verbindungen abgebaut wird, miiBte sich an den 
Tagen der Zufuhr die F. Z. um 4,5 in den ersten drei Reihen und um 9 
im letzten Versuch erhdhen. 

Aus der die Ergebnisse der Blutuntersuchungen enthaltenden 
Tabelle geht zunichst hervor, daB sich bei den beiden ersten Vp. die 
Himoglobinwerte deutlich und bei den beiden letzten nur wenig er- 
héhten. Die erste und dritte Vp. wiesen konstante, wenn auch niedrige 
Leukozytenzahlen auf. Die Abwehrvorgiinge waren also abgeklungen, 
was im Einklang mit dem ruhigen Verlauf der Xanthopterinkurven 
steht. Bei den beiden anderen Vp. waren erhéhte Leukozytenzahlen 
festzustellen, ebenfalls im Einklang mit den unruhigen Xanthopterin- 
kurven. In Ubereinstimmung mit Beobachtungen von K.-H. Kimbel® 
iiber die Beeinflussung des weiBen Blutbildes durch Pteroylglutamin- 
siure zeigte sich im ersten und dritten Versuch eine Zunahme der 
stabkernigen neutrophilen Granulozyten. Die Veranderungen im Blut- 
bild der beiden anderen Vp. kénnen hier nicht beriicksichtigt werden, 


4 W. Koschara, S.v.d.Seipen u. P.A.Aldred, diese Z. 262, 
148 [1939/40]. : 
5 K. H. Kimbel, Diss. Mainz 1948. 
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da sie durch innere Ursachen bedingt sind. Aus den wenigen hier beob- 
achteten, im Prinzip bereits bekannten Reaktionen im Blutstatus darf 
aber geschlossen werden, daB die Pteroylglutaminsiure im Organismus 
zur Wirkung kam. 

Die hier wiedergegebenen Versuche sprechen nicht dafiir, daB 
das Xanthopterin des Menschenharns als ein Abbaupredukt der Pteroyl- 
glutaminsiiure angesehen werden kann. Obgleich eine Reihe anderer, 
in der Literatur niedergelegter Beobachtungen im gleichen Sinne zu 
deuten sind, méchten wir sie noch nicht als endgiiltig beweisend an- 
sehen. Auf diese soll jedoch spiiter, zusammen mit den Ergebnissen der 
Fermentversuche, eingegangen werden. 


Beschreibung der Versuche 
(experimentell mitbearbeitet von cand. med. H.-H. Wagner) 


Im Tagesharn der Versuchspersonen wurde Xanthopterin nach Ko- 
schara und Gesamt-N nach Kjeldahl, wie in der vorhergehenden Arbeit 
beschrieben, bestimmt. Pteroylglutaminsiure® wurde per os, intravenés 
bzw. subkutan und in einer Versuchsreihe auch abwechselnd subkutan 
und per os in Mengen von 15 bzw. 30 mg tiglich verabreicht. 

1. H. B., 64J3., 9, schwerster alter Ikterus mit eitriger Cholangitis. 
Choledochoduodenostomie. Xanthopterin und Ges.-N. wurden iiber 33 Tage 
bestimmt. Nach zuerst unruhigem Kurvenverlauf bestand vom 19. Tage 
an Parallelitat zwischen Ausscheidung von Xanthopterin und Ges.-N. 
(Abb. 1). Vom 26.—33. Tage erhielt die Rekonvaleszentin taglich 15 mg 
Pteroylglutaminsaéure, mit Ausnahme des letzten Tages subkutan. An den 
mit Pfeilen markierten Tagen I bis III wurden Blutproben entnommen 
und neben Hiamoglobin, Erythrozyten, Leukozyten auch das Differential- 
blutbild nach Arneth bestimmt’. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
sind zusammen mit denen der folgenden Fille in Tab. 1 zusammengestellt. 

2. K.H., 53J., g. Nachamputation, Resektion eines Neuroms. Im 
Rekonvaleszentenstadium wurden an 12 Tagen je 15mg Pteroylglutamin- 
siure abwechselnd subkutan und per os verabreicht. Entnahme von Blut 
zur Analyse, wie vorher beschrieben, an den durch I bis IIT (Abb. 2) be- 
zeichneten Tagen. In den ersten Untersuchungstagen bestand noch eine 
leichte Abwehrstellung, erkennbar am erhéhten Leukozytengehalt des 
Blutes und der erhéhten Xanthopterinausscheidung. Etwa vom 7. Tage 
an war letztere wieder normal. Vom 5. Tage ab verliefen Stickstoff- und 
Xanthopterinkurven parallel. 

3. H. Sch., 24J., 3g, Kméchelbruch. Im Rekonvaleszentenstadium 
wurden an 8 Tagen je 15mg Pteroylglutaminsiure per os verabreicht 
(Abb. 3). Blutentnahme an den Tagen I bis III. Am 5. und 7. Tage waren 
zwei ,,Xanthopterinspriinge‘‘ zu verzeichnen, denen aber erhdhte Aus- 
scheidungen von Ges.-N parallel gingen. Insgesamt wurden Stickstoff und 
Xanthopterin gegeniiber der Norm vermindert ausgeschieden. 

4. Ph.E., 33J., 3, Knéchelbruch. Im Rekonvaleszentenstadium 
wurden an 7 Tagen je 30 mg Pteroylglutaminsiure intravenés verabreicht. 


6 Folvite der Lederle Comp.; Hr. cand. med. H.-H. Wagner be- 
sorgte uns gréBere Mengen Folvite aus Amerika, wofiir wir ihm auch an 
dieser Stelle danken. 

7 Die Auszéhlung des Differentialblutbildes fiihrte Hr. Dr. med. K.-H. 

Kimbel, Medizinische Universitaétsklinik in Mainz durch, wofiir wir ihm 
sehr dankbar sind. 
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Blutentnahme an den in Abb. 4 mit I bis III bezeichneten Tagen. Die am 
5. Tage, dem ersten der Zufuhr von Pteroylglutaminsiure, bestehende 
Leukozytose deutet auf noch nicht beendete Abwehrreaktionen hin, er- 
kennbar auch an der schwach erhéhten Xanthopterinausscheidung. Un- 
ruhiger Kurvenverlauf bei deutlicher Parallelitat. 


Tab. 1. Blutbilder bei Verabreichung von Pteroylglutaminsiure an stoff- 
wechselgesunde Personen. 


























zu Abb. 1 zu Abb. 2 zu Abb. 3 zu Abb. 4 
I | II | Til I i gil gl 2 get He! Ut lM It } Ii 
Hb % 65 | 85 | 84 79 | 87 | 90 | 80} 80] 85 61 | 64 | 66 
Erythrozyten 
Mill. 3,4 | 4,12) 3,92) 3,96 | 4,52) 4,3 | 3,76) 3,67) 4,3 | 3,0 | 3,5 | 3,8 
Farbeindex 0,95} 1,0 | 1,1 | 1,0 | 0,9 | 1,05) 1,0 | 1,1 | 0,9 | 1,0 | 0,9 | 0,9 
Leukozyten 4000] 4600) 4800) 12000} 8400) 7300) 4500/5000] 4000) 12000) 8400)7300 
Jugendformen 0,5 1 2,5 
Neutrophile 
a) Stabkernig | 10 | 14 | 19 | 27,5 7) 4 5 | 16 | 16 8,5)17 | 19 
b) 2 Segm. 13 | 15 | 36,5 | 25 | 20,5) 19 | 14,5) 15 | 33 25,5] 23 
c) 3 Segm. 18 | 13} 17 | 14,5 | 20 | 20,5) 25,5) 19 | 19,5) 18,5 | 18,5) 17 
d) 4—6 Segm.| 7,5) 1 5 4 5|12 | 6 5,5] 5 7 6,5) 7 
Eosinophile 2,5] 6 4 05) 5] 1 1 1 an (ie: 3,5.) 1,5} 0,5 
Basophile 2 1 1 >a jee | 0,5] 1 
Lymphozyten | 25 | 49 | 34 8,5 | 27 | 32 | 34,5) 36 | 27 | 23 18,5} 20 
Monozyten 9 4 5 8,5 | 10 | 10 9 5,5] 13,5) 6 11,5) 11 


























Zusammenfassung 


Nach Verabreichung von Pteroylglutaminsaure ist beim Menschen 
die Ausscheidung von Xanthopterin nicht erhéht. Daraus wird vor- 
laufig geschlossen, daB das letztere nicht als Abbauprodukt der ersteren 
angesehen werden darf. 


Anm. b. d. Korrektur: Nach Drucklegung dieser Arbeit wurde uns durch 
Hrn. Prof. Dr. R. Tsehesche, Hamburg, eine Kurznotiz von T. Floystrup, 
M. A- Schouu. H. M. Kalckar® zuganglich. Die Autoren beobachteten nach oraler 
Verabreichung von 7 < 15 mg und anschlieBend 11 x 50 mg, in einer zweiten Serie 
nach intramuskularer Gabe von 3 x 15 mg und 4 x 45 mg Pteroylglutaminsaure, 
erhéhte Ausscheidung von ,,Pro-Xanthopterin‘‘ mit einem Spitzenwert von etwa 
4,1 mg (ausgedriickt als Xanthopterin) gegentiber dem Normalwert von etwa 2,1 mg 
Tagesausscheidung. Das Pro-Xanthopterin geht durch Adsorption an Kohle oder 
Superfiltrol und anschlieBend Elution mit verd. Alkali, ferner durch Erhitzen auf 
100° C wahrend 10 Min. oder durch Bestrahlen mit Ultraviolett bei pq 7—8 in Xan- 
thopterin iiber. Zum Vorkommen einer Vorstufe des Xanthopterins im Harn, die 
nicht mit Pteroylglutaminsaéure, 2-Amino-6-oxy-pteridinaldehyd-(8), 2-Amino-6- 
oxy-pteridincarbonsaure-(8) oder 2-Amino-6-oxy-pteridin identisch ist, konnen wir 
uns nicht auBern. Die von uns angewandte Koscharasche Methode der Xan- 
thopterinbestimmung schlieBt ein Adsorptions- und Elutionsverfahren ein, bei dem 


8 T. Floystrup, M.A. Schou u. H.M.Kalckar, Acta Chem. Scand. 3, 
985 [1949]. 
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Pro-Xanthopterin in Xanthopterin iibergeht. Indessen scheint uns die relativ 
geringe Erhéhung der Ausscheidung von Xanthopterin nach Gabe solch massiver 
Dosen von Pteroylglutaminséure, die etwa das 25-fache der normalen taglichen 
Zufuhr betragen, ein unphysiologischer Effekt zu sein. Zur Stiitze dieser Annahme 
darf auf die Berechnung in dieser Arbeit verwiesen werden. Unter der Voraus- 
setzung, daB die Bildung von Xanthopterin der Hauptweg des Abbaus der Pteroyl- 
glutaminsaure ist, hatte man aus taglich 50 mg Pteroylglutaminsaure etwa 20 mg 
Xanthopterin zu erwarten. Die Mehrausscheidung von maximal 2 mg an einem 
einzigen Tag betrigt hiervon nur 1/,). Auch aus weiteren, bisher unveréffentlichten 
Untersuchungen erscheint eine biogenetische Beziehung zwischen Pteroylglutamin- 
siure und Xanthopterin unwahrscheinlich. Bei einem Fall von Endocarditis lenta 
beobachteten wir eine iiber viele Wochen hinaus bestehende, etwa das dreifache 
der Norm betragende Ausscheidung von Xanthopterin. Nimmt man die normale 
Ausscheidung an Xanthopterin zu 2 mg taglich an (Koschara und Mitarb. finden 
3—4 mg), so entsprechen ihnen stéchiometrisch 5 mg Pteroylglutaminsaéure. Der 
Patient mit Endocarditis lenta miiBte also tiglich etwa 15 mg Pteroylglutamin- 
saiure zu_Xanthopterin abbauen, die er mit der Krankenhauskost aber nicht zu sich 
nimmt. Die normale tagliche Zufuhr des Menschen mit der Nahrung und durch die 
Synthese der Darmbakterien wird zu etwa 2 mg angenommen. 


Uber Proteine und deren Abbauprodukte * 


I. Untersuchungen iiber den Verlauf der partiellen alkalischen 
und sauren Hydrolyse der Gelatine 


Von 
Kurt Heyrs, Gerhard Anders und Erich Becker 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4, April 1950) 


Uber Verkniipfungsweise und Anordnung der Aminosiuren als Bau- 
steine in den Proteinen gibt es zahlreiche mehr oder weniger experimen- 
tell gesicherte Ansichten und Theorien, deren Vielzahl bereits erkennen 
1aBt, daB endgiiltig abgeklarte chemische Strukturvorstellungen noch 
nicht vorliegen. Es seien hier nur die Auffassungen von Bergmann? 
iiber strenge Baustein-Periodizitaéten, die Frage der Ringstrukturen 
(insbesondere der Dioxopiperazine, der Cyclole nach D. Wrinch), die 
auf statistischer Grundlage entwickelten Vorstellungen von P. Jordan? 
(Tripeptoltheorie) sowie die von G. Scheibe*® veréffentlichten Vor- 


*) Die in der heutigen Proteinchemie notwendige extensive Arbeits- 
weise 148t in der vorliegenden Verdéffentlichungsreihe nur die Mitteilung 
der wichtigsten Ergebnisse zu, wahrend Arbeitsmethoden und Versuchs- 
reihen nur an Hand von Beispielen kurz erliutert werden kénnen, so daB 
es sich hier um die Darlegung stark zusammengefaBter Ergebnisse aus- 
fiihrlicher Versuchsreihen handelt. 

1M. Bergmann u. C. Niemann, J. biol. Chemistry 118, 301 [1937]; 
122, 577 [1938]. 

2 P. Jordan, ,,EiweiBmolekiile‘‘, Wiss. Verl.-Ges. Stuttgart 1947. 
3 G. Scheibe, Naturwiss. 85, 168 [1948]. 
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schlage erwahnt. So interessant insbesondere die letztgenannten An- 
schauungen sein mégen, so wird damit das vorliegende experimentelle 
Material lediglich einer anderen Sichtung unterzogen; eine Férderung 
entscheidender Probleme der eigentlichen ,,EiweiBchemie“ ist nur durch 
neue experimentelle Tatsachen méglich, durch die tiefere Einblicke in 
die tatsichlich nachweisbaren chemischen Baustrukturen gewonnen 
werden. 

Der systematische partielle Abbau von Proteinen und die Ermitt- 
lung der Spaltprodukte ist ein zwar miihevoller Weg hierzu, der aber 
wertvolle Aufschliisse verspricht, falls es gelingt, nach vollstandiger 
Bausteinanalyse kleinere Bruchstiicke (z.B. Di- und Tripeptide) in 
gréBeren Molekiilteilen und schlieBlich im Nativprodukt vereinigt wieder- 
zufinden. Derartige Untersuchungen miissen auf breiter Basis syste- 
matisch angelegt werden, wenn sie iiber mehr oder weniger zufillige 
Isolierungen vereinzelter Polypeptide hinauskommen sollen. 

Als Ausgangsmaterial wurde Gelatine gewahlt, da sie leicht be- 
schaffbar, in ihrer Bausteinzusammensetzung weitgehend aufgeklart, 
wasserléslich und von ihrer Muttersubstanz, dem Kollagen, inZusammen- 
setzung und Aufbau wahrscheinlich nur wenig verschieden ist. Be- 
zeichnen wir als ,,Kollagen“ das in den. nativen Ausgangssubstanzen 
vorliegende unlésliche Protein, so ist ,,Gelatine“ zunichst als Unter- 
einheit anzusehen, deren Verkniipfung durch wenige Briickenbindungen 
den offensichtlich inhomogenen Aufbau der Kollagenfaser erméglicht. 
So stellten Theis und Jacoby‘ fest, daB beim Erhitzen der Kollagen- 
faser auf 60°C eine Verkiirzung auf 1 ihrer Linge eintritt und beim 
weiteren Erhitzen Auflésung unter Bildung von Gelatine ohne Zunahme 
von protonbindenden oder -abgebenden Gruppen. Bowes und Kenten® 
betonen die weitgehende Ubereinstimmung der Stickstoffwerte des un- 
verainderten und alkalibehandelten Kollagens mit Ausnahme des Amid- 
stickstoffs. Uber 50% der Amidgruppen diirften bei der Gelatinedar- 
stellung abgespalten werden, wihrend der Arginingehalt sich kaum 
merklich und der Anteil der Oxyaminosiuren gar nicht verindert. 

Je milder die Kollagenspaltung erfolgt, um so mehr ist die Unter- 
einheit ,,Gelatine intakt geblieben, wihrend eine Vorbehandlung mit 
Chemikalien bereits mehr oder weniger tiefgehende Abbauvorgiinge be- 
wirkt, was sich vor allem auch durch das schnell abfallende Gelierungs- 
vermégen ausdriickt. Daher arbeiteten wir unter méglichst schonenden 
Bedingungen und vermieden tiefergehende chemische Eingriffe. Durch 
die Lésungen der Gelatine und ihrer Abbauprodukte wurden z. B. nicht 
iiber 40—45° C erwiirmt, auBer bei der partiellen Hydrolyse nur bei neu- 
tralem bis héchstens ganz schwach saurem pq gehalten usw. — Partielle 
Abbauuntersuchungen an Gelatine sind bereits 1935 von GraBmann 


4 E.R. Theis u. T. F. Jacoby, J. biol. Chemistry 148, 105 [1943]. 
5 J.H. Bowes u. R. H. Kenten, Biochem. J. 48, 358, 365 [1948]. 
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und Riederle® beschrieben worden, wobei Lysyl-prolyl-glycin isoliert 
und in seiner Konstitution aufgeklirt wurde. AuBerdem erkannten 
Gordon, Martin und Synge’ Polypeptide bestehend aus Glycin, Prolin 
und Alanin, Glycin und Prolin, Alanin und Prolin sowie aus Glycin und 
Leucin in partiellen Gelatinehydrolysaten. 

Die nachstehende I. Mitteilung dient als Grundlage fir weitere 
Arbeiten iiber den Aufbau des Gelatinemolekiils. Sie soll eine Kenntnis 
der Ausgangssubstanz vermitteln sowie Verlauf und Geschwindigkeit 
der alkalischen und sauren Hydrolyse aufklaren. 


1, Untersuchungsmethoden 


Die hydrolytischen Vorginge wurden an Hand des Verhialtnisses 
Gesamtstickstoff: Aminostickstoff und mit Hilfe der Molekulargewichts- 
Titration nach Br. Jirgensons (s. u.) teilweise auch mittels der Biuret- 
reaktion verfolgt. Die Gesamtstickstoffwerte wurden nach Kjeldahl er- 
mittelt. Sie dienen gleichzeitig zur Berechnung der Konzentrationen von 
EiweiBabbauprodukten. Das Verfahren nach Linderstrém-Lang & zur Be- 
stimmung des Amino-N war unter den gegebenen Bedingungen wegen der 
ungiinstigen Léslichkeitsverhiltnisse nicht anwendbar. Bequem und zweck- 
entsprechend erwies sich die Formoltitration nach Sérensen®. Die gaso- 
metrische Aminostickstoff-Bestimmung nach van Slyke konnte erst in 
einem spiteren’ Abschnitt dieser Untersuchungen angewandt werden. Ge- 
rade bei der Gelatine diirfte dieses Verfahren Nachteile gegeniiber der For- 
moltitration besitzen. Die wichtigsten Aminosiiuren dieses Proteins miiBten 
gréBere Fehler bedingen (Glykokoll zu hohe Werte, Prolin und Oxyprolin 
sprechen nicht an), als bei dem Verfahren nach Sérensen, wo nur Prolin 
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Abb. I. Graphische Ermittlung von y* fiir cr = 0,1 und 0,3% in waBriger 
Lésung (vgl. Tab. 1). 
(1) = Glykokoll, (2) = Alanin, (3) = Prolin, (4) = Glycyl-glycin, (5) = 
Leucyl-glycin, (6) = Leucyl-glycyl-glycin. 





6 W. GraBmann u. K. Riederle, Biochem. Z. 284, 177 [1936]. 
7 A.H. Gordon, A. J.P. Martin u. R. L. M. Synge, Biochem. J. 
36, Nr. 3/4, Proc. I [1942]. 
8 Hdb. d. Pflanzenanalyse IV/1, III, 96 [1933]; diese Z. 178, 32 [1928]. 
® Hdb. d. Pflanzenanalyse IV/1, ITI, 98 [1933]; Hdb. d. Biol. Arbeits- 
meth. I/7, 245 [1923]. 
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unsichere Resultate verursacht. Es konnte jedoch festgestellt werden, daB 
diese zweithaufigste Aminosiiure der Gelatine, wenigstens wenn sie allein 
vorhanden ist, immerhin Werte von 94% d. Th. ergibt. In einigen Fillen 
wurde der Abbau der Gelatine auch mit Hilfe der Titrationsmethode nach 
Willstatter und Waldschmidt -Leitz?® verfolgt. Hier wird die freie, basi- 
sche Aminogruppe durch eine mehr oder weniger hohe Konzentration an 
Athylalkohol ausgeschaltet, wodurch eine gewisse Unterscheidung zwischen 
Aminogruppen freier Aminoséiuren und solcher von Peptiden médglich ist. 
Die Ergebnisse liegen entsprechend der Eigenart dieses Verfahrens ein 
wenig niedriger als die der Formoltitration. Die Differenz steigt im Laufe 
des Abbaus langsam an; geméB8 einer wachsenden Menge an freien Amino- 
saéuren, 

Die Abnahme des durchschnittlichen Mol.-Gew. wurde mittels des 
Verfahrens von Br. Jirgensons zur Molekulargewichtsbestimmung makro- 
molekularer Stoffe in polymerhomologen Reihen und zur Verfolgung der 
Mol.-Gew.-Abnahme bei Proteinhydrolysen™ beobachtet. Die Bestimmung 
geschieht mit Hilfe mehrerer Fallungstitrationen mit Aceton und ist wegen 
der Einfachheit ihrer Handhabung besonders zur Verfolgung von Protein- 
hydrolysen geeignet. Sie erfaBt auch den Bereich der Mol.-Gew. von 1000 
bis 10000, in dem die meisten anderen Methoden versagen. Sie ist nicht 
sehr genau, vermittelt aber eine wertvolle halbquantitative Ubersicht tiber 
die Stellung einer Abbaustufe zwischen Anfangs- und Endwert einer Hydro- 
lyse. — Die Methcde beruht auf der linearen Abhangigkeit der Fallbarkeit 
y* vom log des Mol.-Gew.; y* ist dabei durch den Ausdruck y* = v/(v + 0) 
definiert, wobei v, das Ausgangsvolumen der Lésung, v die Menge des 
Fallungsmittels darstellt. y* ist auBerdem abhingig von der Konzentration, 
wie sie am Endpunkt der Titration vorliegt. Diese sog. Triibungskonzen- 
tration ist durch den Ausdruck gegeben: ; 

% 





7 ~ U +o A’ 
wobei ca die Anfangskonzentration an EiweiBabbausubstanzen angibt 
(aus dem N-Gehalt der Lésung berechnet, Konzentrationsangaben in 
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Abb. 2. Fallbarkeiten einiger Aminoséuren in 0,25-n. KCl mit graphischer 
Ermittlung von »* fiir cr = 0,1 und 0,3%. 
(1) = Glykokoll, (2) = Alanin, (3) = Prolin, (4) = x-Amino-buttersiure. 


10 Hdb. d. Pflanzenanalyse IV/1, III, 94 [1933]; Hdb. d. Biol. Arbeits- 


meth. 1/7, 289 [1923]. 
11 Br. Jirgensons, Biochem. Z. 310, 325 [1941]; 311, 322 [1942]; 
J. prakt. Chem. 159, 303 [1941]; 160, 21, 65 [1942]; 161, 30 [1942]; Kolloid. 


Z. 49, 61 [1941]. 
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Gew.-%). In der Praxis wird nun y* als im allgemeinen lineare Funktion 
des log cr auf Grund mehrerer Titrationen mit verschiedener Anfangs- 
konzentration graphisch ermittelt durch Interpolation auf einen innerhalb 
der Versuchsreihe konstanten cr-Wert. D.h., es diirfen nur auf gleiche 
Triibungskonzentration interpolierte y*-Werte zur Ermittlung der Mol.- 
Gew. Anwendung finden. Letzteres geschieht auf einer Geraden, die in 
einem Diagramm, in dem y* gegen log M aufgetragen ist, durch Anfangs- 
und Endwert der Hydrolyse gelegt ist (Eichkurve). 

Als Anfangswert dient der log des Mol.-Gew. und die Fallbarkeit der 
nicht abgebauten Gelatine, als Endwert ein den tatsichlichen Verhilt- 
nissen am nachsten scheinender Punkt zwischen den entspr. Daten der 
wichtigsten Aminosiuren; auBerdem wurden einige Peptide zu diesem 
Zweck herangezogen. 
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Abb. 3. Fallbarkeit der Gelatine in Wasser (gestrichelt) und 0,25-n. KCl 
(ausgezogen) mit graphischer Ermittlung von »* fiir cr = 0,1 und 0,3%. 


Um bei den Titrationen vergleichbare Werte zu erhalten, diirfen auBer 
dem Mol.-Gew. keine Anderungen eintreten. Das bezieht sich besonders 
auf eine etwa vorliegende Salzkonzentration. Da die bei der sauren Hydro- 
lyse verwendete Schwefelséure mit Baryt leicht und vollstandig entfernt 
werden kann, konnte in diesem Falle in salzfreier Lésung titriert werden, 
so daB nur der pq-Wert genau kontrolliert werden muBte. Fiir die alkalische 
Hydrolyse wurde zunichst Kaliumhydroxyd, spiiter aber Baryt verwendet, 
weil sich herausstellte, daB eine verhaltnismaBig geringe Alkalikonzentration 
noch hochwirksam war. Da es praktisch keine einfache Methode gibt, die 
gelésten anorganischen Salze zu entfernen, die nach dem Abbrechen einer 
KOH-Hydrolyse durch Neutralisieren entstehen, muBten die Fiallungs- 
titrationen in Gegenwart dieser Salze erfolgen. Dies hatte aber andererseits 
den Vorteil, daB geringe Anderungen der Aciditit ohne EinfluB blieben. 
Eine verwendbare Salzart und deren Konzentration, auf die alle neutrali- 
sierten Hydrolysenlésungen gebracht werden konnten, ohne daB dabei die 
Eiwei8konzentration zu gering wurde, fand sich in 0,25-n. KCl. Die so er- 
mittelten Daten entsprechen durchaus denen, die ohne Gegenwart von 
Neutralsalzen auftreten. Allerdings liegen die y*-Werte héher, d. h. es mu8 
mehr Fillungsmittel zugegeben werden, da Salze makromolekulare Stoffe 
in Lésung halten. Samtliche Mo!.-Gew.-Bestimmungen von Stufen des 
alkalischen Abbaus wurden somit durch Acetontitrationen in 0,25-n. KCl 
ausgefiihrt unter graphischer Extrapolation auf eine Eiwei8konzentration 
am Triibungspunkt cr = 0,3% bzw. 0,1%, entspr. den jeweils in’ einer 
Untersuchungsreihe vorliegenden Konzentrationen an Abbauprodukten. 
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Abb. 4. ,,Eichkurven‘‘ zur Ermittlung der Mol.-Gew. fiir cr = 0,3%. Die 

Kreuzchen geben die zur ausgezogenen Linie gehérigen y*-Werte der Test- 

substanzen an. Die kleinen Striche zeigen die Lage der Abbaustufen der 

Hydrolyse einer 10-proz. Gelatinelésung mit 1-n. KOH bei 30°C; aus- 
gezogen: 0,25-n. KCl, gestrichelt: reines Wassers. 


Einige Ergebnisse, die das vorhergehende niéher erliutern, zeigen die 
Abbildungen 1 bis 4. 

Abb. 4 gibt zwei der fiir die Bestimmung der Mol.-Gew. verwendeten 
,,Hichkurven‘‘ wieder. Auf diesen werden die graphisch auf cr = 0,3% 
interpolierten Fallbarkeiten der Abbaustufen gesucht und das zugehdérige 
Mol.-Gew. als Logarithmus auf der Abszisse abgelesen. 


2. Untersuchung der verwendeten Gelatine 


Die Gelatine-Lésungen wurden durch Erwiarmen im Wasserbad auf 
35—40° C unter kraftigem Schiitteln médglichst schonend bereitet. Ihre 
hohe Gelierfahigkeit lieB eine 1-proz. Lésung bei Zimmertemperatur noch 
eine stabile Gallerte bilden. Die Einwaagen wurden durch Ermittlung des 
Wasser- und Aschengehaltes auf reine Eiwei8substanz umgerechnet. Wo 
nicht besonders das Gegenteil betont wird, ist diese Umrechnung bei allen 
Angaben bereits vorgenommen. 

Das fiir die Ermittlung des Mol.-Gew. der Abbaustufen durch Fallungs- 
titration wichtige Mol.-Gew. der Gelatine wurde durch Messungen des os- 
motischen Druckes von Lésungen verschiedener Konzentration bestimmt. 
Lésungen von héchstens 1% wurden in Osmometern nach G. V. Schulz 
in einem Thermostaten von etwa 20°C bei tiglicher Ablesung der Steig- 
héhen beobachtet. 

Da makromolekulare Stoffe nicht mehr dem van’t Hoffschen Gesetz 
gehorchen und kein konstantes Verhiltnis p/e geben, wurde, um die Ab- 
hangigkeit dieses Wertes von der Konzentration zu eliminieren, der Grenz- 
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wert ,™ . p/e graphisch ermittelt#, vgl. Abb. 5 und zur Berechnung des 


e—>o 
Mol.-Gew. verwendet. Es ergibt sich ein Wert von 75000, ein Ergebnis, das 
sehr gut in den Rahmen der heutigen Anschauungen pat}, 

Die osmotische Bestimmung des Mol.-Gew. geschah deshalb bei 20° C, 
weil bei 30°C bereits Desaggregierungserscheinungen auftraten. Die Zu- 
nahme des-osmotischen Druckes durch Erhéhung der Teilchenzahl zeigen 
besonders deutlich die 2- und 5-proz. Lésungen. Versuchsweise kann man 
auch in diesem Diagramm auf 
die Zeit 0 extrapolieren und er- 
halt so den Anfangswert von 
30000 als Mol.-Gew. fiir diesen 
Zustand der Gelatine (Lésung 
bei 30°C in Gegenwart ihrer 
eigenen anorganischen Salze), 
das dann mit zunehmender Ver- 
20 1 l ! suchsdauer weiter abfallt. Die 
“00 ep 50 75 700 ~=bekannte Tatsache, daB mit 
C=9f ——e einer derartigen thermischen 

4 Desaggregierung keine merk- 

Abb. 5. Reduzierte osmotische Drucke.  ]jcehe Offnung von Peptidbriicken 

verbunden ist, wurde durch ver- 

schieden langes Erhitzen von Gelatinelésungen und anschlieBende Priifung 

des Stickstoffverhaltnisses bestitigt. Ebenso wie Hitze wirkt bekanntlich 

auch konz. Harnstofflésung desaggregierend; auch hierbei wurde keine 
merkliche Offnung der Peptidbriicken beobachtet. 

Um einen Uberblick iiber das AusmaB des Vorhandenseins der Ver- 
teilung verschiedener MolekulargréB8en in der verwandten Gelatine zu er- 
halten, wurde eine 0,4-proz. Lésung in der Ultrazentrifuge untersucht*. Wie 
zu erwarten war, lag keine einheitliche Molekulargré6Be vor. Die Sedimen- 
tationskonstante betrug fiir die mittleren Teilchen 2,05- 10-1% (die Grenz- 
werte fiir die schwersten und leichtesten Teilchen betrugen 2,87 und 
1,46- 10-3), Ein RiickschluB8 auf das Molekulargewicht ist infolge der 
Polydispersitit nicht méglich, da nur Grenzwerte angegeben werden kénnten. 
Es ist jedoch bemerkenswert, da die erhaltenen Werte betrachtlich nie- 
driger liegen, als in der Literatur beschrieben **. 

Die Ermittlung der Fillbarkeit der Gelatine ist bereits in Abb. 3 dar- 
gestellt. Fiir cr = 0,1% fand sich z. B. ein Wert von 0,482, fiir 0,3% ergab 
sich y* zu 0,460 in 0,25-n. KCl. 

Die mit Hilfe der verschiedenen Bestimmungsmethoden ermittelten 
Stickstoffwerte zeigt Tab. 1 zusammen mit anderen Daten. Nach den Titra- 
tionsmethoden ergibt sich unter starkerer Beriicksichtigung des Formol- 
wertes ein Verhaltnis von Gesamtstickstoff: Aminostickstoff von 21:1, nach 
der van Slyke-Methode 29:1. Dieser verhaltnismaBig hohe Anteil an Amino- 








a i a oe 








2 G. V. Schulz, Z. physik. Chem., Abt. A 176, 317 [1936]. 

13M. Kunitz u. I.H. Northrop, J. gen. Physiol. 12, 379 [1929]; 
Wo. Ostwald, Kolloid.-Z. 49, 61 [1929]; O. GerngroB, O. Graf Trianyi 
u. P. Koeppe, Ber. dsch. chem. Ges. 6%, 1603 [1930]; K. Krishnamurti 
u. The Svedberg, J. Amer. chem. Soc. 52, 2897 [1930]; The Svedberg, 
Kolloid.-Z. 51, 10 [1929]; H. Mosimann u. R. Signer, Svedberg-Fest- 
schrift 1944, 464. 

* Hrn. Dr. Peters sei auch an dieser Stelle fiir die freundliche Durchfiihrung 
der Messungen in der Ultrazentrifuge des Hamburger Tropeninstituts bestens 
edankt. 
7 14K. B. Sanigar, L. E. Krejci u. E.O. Kraemer, J. amer. chem. 
Soc.. 60, 757 [1938]; K. Krishnamurti u. The Svedberg*’. 
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Tab. 1. Analytische Daten der verwendeten Gelatine. 








lufttrocken absolut 
a) Prozentgehalte der Gelatine 
Wassergehalt 18,0 — 
Aschengehalt Pee ste Abe Zook, The yk 1,75 — 
Gesamtstickstoff . . a ae oe 13,5 16,8 
Aminostickstoff gemischt — 
Formoltitration os ee 0,64 0,80 
Alkoholtitration ......... 0,60 0,74 
van Slyke-Best. a aor 0,47 0,58 
0,3 0,3 


NH,-(Amid-)Stickstoff ae ee 
b) Stickstoffverhaltnisse 








gemiB Formoltitration . eee ob rms 21,0:1 
gemaB Alkoholtitration ....... 22,7:1 
gemaéB van Slyke-Best. Regt, ia) 29,0:1 
c) Molekulargewichte 
osmotisch bei 20°C ......... 75000 
desgleichen bei 30°C. ee ee 30000 ? 
nach ,,.Endgruppenmethode“ ON ety & 1750 
d) Umrechnungsfaktoren 
Gelatine, lufttrocken-absolut ..... 0,8025 
TINA eas ia Ssy ie i deny a nos Se aed a 1,2461 
Gesamtstickstoff-Polypeptide iar 
alkalischer Abbau........ 6,05 
buw... SE NTA ASS ey 5 0,165 
saurer Abbau . .. ....s5.- 5,95 
bzw. goo NI Gg Hse a acces 0,168 


stickstoff wiirde, selbst wenn man die Ungenauigkeiten der Verfahren sehr 
hoch in Rechnung setzt, auf eine Gliederzahl der Peptidketten von nur etwa 
20—35 Aminosiureresten schlieBen lassen; verwendet man den nach dem 
Titrationsverfahren erhaltenen Wert zu einer Berechnung des Molekular- 
gewichtes nach der Endgruppenmethode", so ergibt sich dieses zu 1750*. 

Speziell fiir den alkalischen Abbau ist ferner von Wichtigkeit, wie viel 
Stickstoff aus der Gelatine als Ammoniak abgespalten wird. Dieser Anteil, 
der hauptsichlich als Amidgruppe im Eiwei8 vorhanden ist, ergab sich zu 
0,3%. Der Betrag ist bei allen alkalischen Hydrolysen vor der Berechnung 
von Polypeptidkonzentrationen vom Kjeldahlwert abzuziehen. 


3. Verlauf und Geschwindigkeit der alkalischen Hydrolyse 


Wa8rige Lésungen von Kaliumhydroxyd und Gelatine wurden auf die 
Hydrolysentemperatur gebracht, bei dieser vermischt und auf die berech- 
nete Menge aufgefiillt. AnschlieBend wurden 8—10 annihernd gleiche Teile 
entnommen und im Thermostaten aufbewahrt. Zur Feststellung des Abbau- 
grades wurde von Zeit zu Zeit eine der Proben analysiert. Die letzte wird 
5 Stdn. auf 100° C erhitzt, um die der angewendeten Alkalitaét entsprechen- 


den Endwerte zu ermitteln. 


= 25 M. Ulmann, MolekiillgréBenbestimmungen hochpolymerer Natur- 


stoffe, Dresden u. Leipzig 1936, S. 109. 
* Eine eingehende Erliuterung dieser Verhiltnisse unter Beriicksich- 


tigung weiterer Untersuchungsergebnisse vgl. in einer folgenden Mitteilung. 
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Versuchsbedingungen : 


KOH-Konzentration . . . . 5-, 1- und ¥/;-n, 
Temperatur ..., . 2... 80, 20, 10 und 0° ( 
Gelatinekonzentration. . . . 10 und 5%. 


Als Beispiel sind die Werte der Hydrolyse mit 1-n. KOH bei 30°C 
und 10% Gelatinekonzentration in Abb. 6 graphisch dargestellt. 
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Abb. 6. Abbau einer 10-proz. Gelatinel6sung mit 1-n. KOH bei 30°C. 


In Tab. 2 sind alle durchgefiihrten alkalischen Hydrolysen hinsichtlich 
N-Verhaltnis (Formoltitration) und Mol.-Gew. wiedergegeben. 

Bei diesen Versuchen wurde die Hydrolyse durch genaues Neutralisieren 
mit Salzsiiure beendigt. Da sich das hierbei bildende Neutralsalz im weiteren 
Verlauf aller Arbeiten auSerordentlich st6érend auswirken wiirde, wurde 
gepriift, ob sich beim Abbau mit Baryt grundsiatzlich die gleichen Verhalt- 
nisse ergeben. Zu diesem Zweck wurde Gelatine in 10-proz. Lésung mit 
n/2-Ba(OH), bei 30° C hydrolysiert. Eine staérkere Alkalitét war wegen der 
ungiinstigen Léslichkeitsverhaltnisse nicht anwendbar. Wie Tab. 2 zeigt, 
geht der Abbau gleichmaBig bis zu einem Stickstoffverhaltnis von 3,5:1 
vonstatten, welches nach etwa 8 Tagen erreicht und auch durch 5-tagiges 
Erhitzen auf 100°C nicht tiberschritten wird. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe liegen im Rahmen der mit KOH 
ermittelten. Die Geschwindigkeit des Abbaus liegt zwischen denen der 
Hydrolyse mit l-n. und n/5-KOH bei 30° C. Die Neutralisation kénnte auch 
mit Schwefelsiure vorgenommen werden; das sich bildende Bariumsulfat 
ist leicht zu entfernen und man erhilt reine, wiBrige Lésungen von Abbau- 
produkten der Gelatine. Wie sich allerdings spiter herausstellte, binden 
diese doch einen geringen Teil Ba. Stérende Nebenwirkungen traten jedoch 
nicht ein. Deshalb wurden spater alle partiellen alkalisehen Hydrolysen 
mit Baryt durchgefiihrt. 


4. Verlauf und Geschwindigkeit der sauren Hydrolyse 
Wegen der erheblich geringeren Abbaugeschwindigkeit muBBte eine 
héhere Saéurekonzentration und eine wesentlich lingere Einwirkungszeit 
gewahlt werden. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 286 8 
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Schwefelséurekonzentrationen ..... . . 25, 50, 70% 
Temperaturen ..............- 30, 20, 2°C 


Es wurde Schwefelsiure verwendet, da durch die Neutralisation mit Baryt 
eine genaue Festlegung des Endpunktes der Hydrolyse méglich war. 

Im Gegensatz zur alkalischen Hydrolyse wurde die Séure zu den ein- 
zelInen Portionen der festen Gelatine gegeben, da beim Versetzen einer 
Gelatinelésung mit Schwefelsiure unkontrollierbare Erwarmungen auf- 
traten und eine genaue Einstellung der Saiurekonzentration schwierig und 
nicht nachzupriifen war. 

Der Bariumsulfatniederschlag aus der Neutralisation adsorbierte 
wechselnde Mengen Gelatine (bis zu 20°), die nach Kjeldahl bestimmt 
wurden. Die Adsorption war nicht selektiv, so da darauf verzichtet wurde, 
die festgehaltene Gelatinesubstanz herauszuholen. 

Vorversuche ergaben, daB eine geringere Gelatinekonzentration zwar 
einen schnelleren Abbau herbeifiihrte, der Einflu®8 auf die, Hydrolysen- 
geschwindigkeit war jedoch wesentlich geringer, als bei Anderung der 
Schwefelstiturekonzentration oder der Temperatur. Es wurde daher auf eine 
Variation der Gelatinekonzentration verzichtet und stindig in 20-proz. 
Lésung gearbeitet. 

In jedem Falle konnte der Endpunkt der Hydrolyse erst durch 
Erhitzen im Wasserbad erreicht werden. Bei 2°C blieb die Hydrolyse 
sogar bei verhaltnismaBig hohen Polypeptidstufen stehen. Wahrend bei 
der 25- und 50-proz. Schwefelsiure keine Sekundirreaktionen festzustellen 
waren, zeigten sich diese bei der 70-proz. durch einen SO, und H,S- 
Geruch an. 

Wie bei der Beschreibung der alkalischen Hydrolyse sind auch hier 
die N-Verhaltnisse und Mol.-Gew. wiedergegeben (vgl. Tab. 3). Als Muster- 
beispiel werden die bei der Hydrolyse mit 25-proz. Schwefelsiiure bei 30° C 
aus den Titrationen direkt erhaltenen Mengen angefiihrt (Abb. 7). 
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Abb. 7. Abbau einer 20-proz. Gelatinelésung mit 25-proz. H,SO, bei 30° C. 











der Gelatine. 


3. Saure 


Tab. 
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5. Diskussion 


Die wiedergefundenen bekannten Abweichungen zwischen dem che- 
misch erkennbaren Mol.-Gew. der Gelatine und der sich osmotisch 


klairt werden. Wahrscheinlich sind im EiweiBimolekiil mindestens zwei ver- 
schiedene Bindungsarten vorhanden. Innerhalb der chemischen Einheit 
diirfte es sich ausschlieBlich um Hauptvalenzbindungen in Form der 
Peptidbriicken handeln. Die den Aufbau der kinetischen Einheit be- 
wirkenden Krafte sind nach den Untersuchungen Frankels!® auBer- 
ordentlich thermolabil. Erwirmen und Abkiihlen kann wechselseitig 
eine langsam verlaufende Desaggregierung und Rekombination zur Folge 
haben. Uber die Art dieser Krafte ist man sich noch im Unklaren. Bei 
dieser Problemstellung darf nicht vergessen werden, daB groBe Zweifel 
bestehen, ob ein nach der Endgruppenmethode' sich errechnendes che- 
misches Mol.-Gew. in der Proteinchemie iiberhaupt eine Bedeutung hat. 

Vergleicht man die Tab. 2 und 3 hinsichtlich Stickstoffverhaltnis 
und Mol.-Gew., so zeigt sich, daB bei 30 und 20° C beide Werte annahernd 
im gleichen MaBe abnehmen. Bai tieferen Temperaturen beobachtet man 
Unterschiede in den Anderungsgeschwindigkeiten, bei geringen Alkali- 
konzentrationen sogar eine anfingliche Zunahme des Mol.-Gew. iiber den 
Anfangswert hinaus, z. B. mit 1-2. KOH bei 10°C nach 91, Stdn. 135 000 
gegen 75000, dabei bleiben die Lésungen hochviskos, die Neigung zur 
Gallertenbildung verschwindet erst nach dem Erhitzen. Abbaustufen 
mit bereits weitgehend gelésten Peptidbriicken (5:1) kénnen somit noch 
erheblich aggregiert sein. 

Der gleich zu Beginn eintretende Anstieg der Aminostickstoffwerte 
nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz gegeniiber denen der Formoltitra- 
tion weist auf die Méglichkeit hin, daB von Anfang an freie Aminosiiuren 
abgespalten werden. Daraus kann auf die Anwesenheit héherer Polypep- 
tide in den einzelnen Abbaustufen geschlossen werden, als das Stickstoff- 
verhiiltnis, das nur einen groben Mittelwert darstellt, anzudeuten scheint. 

Da sich die erhaltenen Werte mit ausreichender Genauigkeit repro- 
duzieren lassen (vgl. Tab. 4), sind die Versuche als Grundlage fiir spiitere 
analytische Arbeiten geeignet. In bezug auf das Stickstoffverhiiltnis ist 
die U bereinstimmung sogar bei héheren Konzentrationen und dement- 
sprechend kurzen Zeiten noch recht befriedigend. Im ganzen Bereich 
ergeben sich jedoch bei den Mol.-Gew. erhebliche Differenzen. Man 
beachte aber, daB der Ungenauigkeitsbereich der Methode von Jirgen- 
sons selber zu etwa 50°, angegeben wird. AuBerdem besteht selbst noch 
bei den aufgefiihrten weit abgebauten Stufen eine Temperaturabhiingig- 
keit der Teilchengr6Be: bei gleicher Temperatur waihrend der Titration 
erhailt man niedrigere, nach Aufbewahren im EKisschrank wieder an- 
wachsende Werte, wenn die Lésungen vorher etwa 24 Stdn. bei einer 

16M. Frankel, diese Z. 167, 17, 170, 247 [1927]; Kolloid.-Z. 45, 355 
[1928]; Biochem. Z. 207, 53 [1929]; 240, 149 [1931]; 249, 476 [1932]. 





iiuBernden kinetischen Einheit kénnen bis heute kaum befriedigend er-- 
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Tab. 4. Reproduzierbarkeit der ermittelten Werte. 























Zeit , Gesamt-N Mol.-Gew. 
Temp. | Konz. Formol-N 

Stdn. | Min. ber. | gef. ber. | gef. 
1 10 30° 5-n. 5,0 4,8 930 680 
1 20 20° 5-n. 5,0 4,6 740 470 
; 3 25 10° 5-n. 5,0 5,0 760 930 
KOH 3 | 20 oo | 5-n. | 5,0 | 5,2 | 760 | 1580 
21 20 30° l-n 5,0 4,9 1260 830 
34 40 20° l-n 5,0 4,9 960 1350 
82 30 30° 25% 6,0 6,0 690 660 
31 15 30° 50% 6,0 5,2 680 690 
H,SO, 17 | 30 30° | 70% | 6,0 5,6 710 | 790 
2371 30 20° 25% 6,0 6,0 850 780 
87 45 20° 50% 6,0 5,0 650 550 
64 — 20° 70% 6,0 5,1 600 650 














héheren 'Temperatur gestanden haben. Wenn die Mol.-Gew. auf Grund 
verschiedener cy-Werte berechnet wurden, ergaben sich weiterhin er- 
hebliche Differenzen, die sich bereits in der Abb. 1 abzeichnen; sie iiber- 
schreiten die hohen, von Jirgensons angegebenen Fehlergrenzen noch 
betrachtlich. Da die von Jirgensons benutzte cp = 0,3°% auch hier die 
besten Werte im Vergleich zum N-Verhiiltnis ergab, wurden meist die 
hieraus errechneten y*- und Mol.-Gew.-Werte in den Tabellen und 
Kurven angegeben. — Bei der alkalischen Hydrolyse scheint der Abbau 
mit 1l-v. KOH bzw. mit 0,5-n. Baryt der giinstigste; er verliuft hin- 
reichend langsam und ergibt so gréBere Sicherheit, ohne daB man sich 
in der Nachbarschaft unerwiinschter Nebenerscheinungen befindet. 
Die saure Hydrolyse soll in Zukunft in 25-proz. Schwefelsiure bei 30° C 
erfolgen, da bei stiirkeren Siiurekonzentrationen Sekundirerscheinungen 
eintreten und hier die beste Reproduzierbarkeit vorliegt. Damit wird 
ein Kompromif& geschlossen zwischen méglichst geringer Saiurekonzen- 
tration einerseits und kurzzeitiger Einwirkungsdauer andererseits. 

Die Beeinflussung der Abbaugeschwindigkeiten zeigt nichts Be- 
sonderes. Senkung der Konzentration an Siiure oder Alkali, Erhéhung 
der Gelatinekonzentration sowie Erniedrigung der Temperatur bewirkt 
Verlangsamung der Hydrolyse und umgekehrt. Den stirksten EinfluB 
auf die Abbaugeschwindigkeit hat die Alkali- bzw. Saurekonzentration, 
den geringsten die anwesende Gelatinemenge. Ein Vergleich zwischen 
Alkali- und Saiureeinwirkung ergibt die allgemein unbekannte Tatsache, 
daB selbst geringe Alkalikonzentrationen weit schneller abbauen als 
Schwefelsiure zwischen 70 und 25%, vgl. Tab. 5. 

Die Uberpriifung der Einheitlichkeit von partiellen Hydrolysaten, 
die unter den oben erwahnten optimalen Bedingungen gewonnen wurden, 
sowie Versuche zur Auftrennung dieser partiellen Hydrolysate in An- 
teile mit méglichst unterschiedlichen Eigenschaften ist der Gegenstand 
weiterer Untersuchungen. 
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Zeiten (in Stunden), nach denen das N-Verhaltnis 6:1 erreicht wird: 



































T KOH | H,S0, 
emp. ee se ores ; 
5-n, = 23% | I-n. = 5,4% 70% | 50% | 25% 
30° 1 10’ 21 20’ 32 43 108 
20° 1 20’ 34 40’ 101 132 291 


Beschreibung der Versuche 


Formoltitration nach Sérensen® 


Statt der vorgeschriebenen n/5- wurden n/10-Lésungen angewandt. 
Indikator: Thymolphthalein. Entscheidend fiir die Genauigkeit der Werte 
sind die Lichtverhaltnisse bei der Titration. Bei kiinstlicher Beleuchtung 
empfiehlt es sich, vor einem von hinten angestrahlten Filterbogen zu ar- 
beiten. Das Einstellen des Anfangs-pq-Wertes von 6,8 ist eine nicht zu unter- 
schittzende Fehlerquelle. Verschiedene Indikatorpapiere zeigen oft erheb- 
liche Abweichungen von der potentiometrischen Messung. 


Titration nach Willstatter-Waldschmidt-Leitz!® 


Es wurde ausschlieBlich eine Konzentration von 50°% Athanol, auf den 
voraussichtlichen Endpunkt der Titration bezogen, verwendet. Damit wird 
auBer dem Aminostickstoff der Peptide auch noch etwa 28% desjenigen 
der Aminosauren erfaBt. Die erhaltenen Differenzen gegeniiber den Formol- 
werten geben also nur zu diesem Bruchteil das Auftreten freier Amino- 
siuren an. 


Bestimmung des als Ammoniak unter dem Einflu8 von Alkali aus der 
Gelatine austretenden Stickstoffs 


In einer Halbmikro-Kjeldahl-Apparatur wurde Gelatine mit Lauge 
verschiedener Art und Konzentration versetzt und jeweils verschieden 
lange zum gelinden Sieden erhitzt. Der Wert von 0,3% schien am besten 
den milden Alkali- und Temperaturbedingungen und der andererseits viel 
langeren Einwirkungsdauer bei partiellen Hydrolysen zu entsprechen. 


Fallungstitration zur Mol.-Gew.-Bestimmung nach Jirgensons"™ 


Die Titrationen erfolgten in 50 cem Erlenmeyerkélbchen mit 5 oder 2 cm 
Lésung tiber einer schwarzen Unterlage bei 15° C. Als Fallungsmittel kam 
Aceton Dy) = 0,792 zur Anwendung. Das Fillungsmittel lie} man zunachst 
flott zutropfen, bis die Lésung schwach opaleszierte. Nach wenigen Tropfen 
zeigte dann eine schlagartig auftretende milchige Triibung den Endpunkt 
der Titration an. 

Wasser- und Aschengehalt 


Der Wassergehalt wurde durch Trocknen im Vakuum bei 100°C be- 
stimmt. Bei héheren Temperaturen erfolgt tiefergehende Zersetzung. Der 
Aschengehalt wurde als Gliihriickstand gewogen. 


Osmotische Molekulargewichtsbestimmung”® 


Verwendet wurden 4 Osmometer nach G. V. Schulz mit ,,Ultra- 
Cella-Filter, feinst‘*‘ der Membranfiltergesellschaft Géttingen. 









Tab. 5. Geschwindigkeit der alkalischen und sauren Gelatinehydrolyse. 
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Partielle alkalische Hydrolysen 


a) Mit Kaliumhydroxyd 


Die mit geringen Abwandlungen immer wiederkehrende Arbeitsweise 
sei am Beispiel des Abbaus einer 10-proz. Gelatinelésung mit 1-n. KOH 
bei 30°C geschildert; waren bei andern Hydrolysen Abweichungen vor- 
handen, so sind diese in Klammern beigefiigt. 

25 g (12,5 g) Gelatine werden in 100 ccm Wasser unter gelindem Er- 
wiarmen gelést, in einem 250-cem-MeBkolben auf die Hydrolysentemperatur 
30° C (20° C) gebracht und unter Umschiitteln mit einer Lésung von 14,03 g 
KOH (70,13 g bzw. 2,81 g) in etwa 80ccm Wasser gleicher Temperatur 
versetzt. Nach gutem Durchmischen fiillt man noch in der gleichen Minute 
den MeBkolben bis zur Marke auf und bringt ihn in den Thermostaten. 
Diese Arbeitsweise ist in den Fallen nicht einzuhalten, wo die Gelatine- 
lésung vor der Vereinigung mit der Lauge erstarrte, also bei 10 und 0° C. 
Bei 0° C kann dann z. B. so vorgegangen werden, da die 15° warme Gela- 
tinelédsung — die unterste Grenze, sie einigerma8en fliissig zu halten — in 
diinnem Strahl der heftig bewegten, auf —-15° abgekiihlten Lauge zugefiigt 
wird. Dies erfordert meist 3—4 Min. und ist bei den hier langsamer ver- 
laufenden Hydrolysen unerheblich. (Bei 10° ist der Vorgang der gleiche 
mit etwas abgewandelten Temperaturen.) Die Hydrolysendauer zihlt vom 
Augenblick der Alkalizugabe. Nach Ablauf von 10 Min. kann in diesem 
Falle die Mischung aufgeteilt werden. Je 25 ccm werden in weite Reagens- 
glaser gegeben, die weiterhin im Thermostaten aufbewahrt wurden. 

Fiir die Untersuchung des Abbaugrades wird eine dieser Proben in 
einem 100 cem Kolben mit 1-n. HCl (5-n. bzw. n/5-) mit Hilfe von Lackmus- 
papier, Merckschem Universal-Indikator und n/10-HCl genau neutralisiert. 
Nach Auffiillen zu 100 ccm liegt eine Polypeptidkonzentration von 2,5% 
(1,25%) und 0,25-n. KOH (1,25-n. bzw. 0,05-n.) vor. — Je 25 cem dieser 
»Endlésung‘* dienen zur Bestimmung des Aminostickstoffs durch Formol- 
titration (bei hédheren Abbaugraden gentigen 10 ccm) sowie durch Titration 
nach Willstatter-Waldschmidt-Leitz. Weitere 5ccm ,,Endlésung‘' werden 
zur Gesamtstickstoffbestimmung nach Kjeldahl benutzt. Zur Ermittlung 
des Molekulargewichtes werden mit Aceton titriert: a) 5cem ,,Endlésung", 
b) 5cem mit 0,25-n. KCl-Lésung auf das Doppelte verdiinnte ,,Endlésung“, 
c) dasselbe auf das Vierfache. (Hydrolyse mit 5-n. KOH: 5cem _ ,,End- 
lésung‘‘ mit 20 cem Wasser verdiinnen, a) davon 5 cem titrieren, b) davon 
5 eem mit 0,25-n. KCl-Lésung auf das Doppelte verdiinnter Lésung titrieren. 
Hydrolyse mit n/5-KOH: 20ccm_ ,,Endlésung‘** mit 5cem 0,25-n. KCl- 
Lésung versetzen, a) davon 5 ccm titrieren, b) und c) entspr. wie oben ver- 
diinnen. ) 

Bei den Reproduktionen wird die Gelatine direkt in dem weiten Reagens- 
glas aufgelést, die eingestellte Lauge aus einer Pipette zugefiigt und die 
Mischung mit Wasser aufgefiillt. 


b) Mit Bariumhydroxyd 
19,73 g Ba(OH),- 8 H,O werden in 100 ccm heiBem, frisch ausgekochtem 
dest. Wasser gelést und schnell filtriert. In die vorsichtig auf 30° C gebrachte, 
stark iibersattigte Lésung, wird die wie oben bereitete Lésung von 25,0 g 
Gelatine gleicher Temperatur eingefiihrt und das ganze auf 250 ccm auf- 
gefiillt. Weitere Arbeitsweise wie unter a). Auch die einzelnen Proben werden 
zunichst der Einfachheit halber noch mit HCl neutralisiert. 


Partielle saure Hydrolyse 

In weiten Reagensglisern wird 2,5g Gelatine mit 10g Schwefelsaure 

der betreffenden Konzentration iibergossen {bei 70-proz. z. B. 6,2 ccm), 
so daB sich oberhalb der S&éure keine Gelatine befindet. Das Reagensglas 

















118 K. Heyns, G. Anders und E. Becker, Bd. 286 (1950) 


wird dann auf die Hydrolysentemperatur gebracht. Nach relativ kurzer 
Zeit sind die Konturen der Gelatine verschwunden, und es hat sich ein 
weiBer Bodenkérper von Calciumsulfat abgesetzt. Zur Unterbrechung der 
Hydrolyse 1a8t man Baryt in hei®gesittigter Lésung durch ein Faltenfilter 
zur Hydrolysen-Lésung zutropfen. Der Neutralpunkt wird mit Merckschem 
Universalindikatorpapier bestimmt. Eine iibermaiBige Erwaérmung der 
Lésung muB vermieden werden, so daB die Neutralisation 5—10 Min. dauert. 
Dies hat jedoch keinen merklichen Einflu8 auf den Abbau, was bei einem 
Vergleich mit der langen Einwirkungszeit der Schwefelsiiture durchaus ver- 
stindlich erscheint. Zur Entfernung des Bariumsulfatniederschlages wird 
durch ein doppeltes Filter abgenutscht, mehrmals nachgewaschen und an- 
schlieBend durch ein Barytfaltenfilter filtriert, wodurch in allen Fallen die 
Lésung klar wird. Nach Auffiillen auf 250 ccm liegt eine 1-proz. Lésung, 
auf die eingewogene Gelatinemenge bezogen, vor. Die einzelnen Unter- 
suchungen erfolgen analog wie bei der alkalischen Hydrolyse beschrieben, 
mit Ausnahme der Acetontitration, die direkt bzw. unter Verdiinnen mit 
Wasser vorgenommen wird, da keine Salze vorhanden sind. 


Zusammenfassung 


Um Unterlagen fiir eine reproduzierbare Herstellung partieller 
Hydrolysate der Gelatine von bestimmten Verhiltnissen des Gesamt- 
stickstoffs zum Aminostickstoff zu gewinnen, wurden Verlauf und Ge- 
schwindigkeit ihres alkalischen und sauren Abbaus untersucht. 

Als giinstigste Bedingungen fiir weitere Arbeiten erwiesen sich die 
alkalische Hydrolyse mit 0,5-1. Baryt in 10-proz. Gelatinelésung sowie 
die saure mit 25-proz. H,SO, in 20-proz. Gelatinelésung, beide bei 30° C. 


Uber Proteine und deren Abbauprodukte 


II.' Untersuchungen iiber die Aufteilung partieller alkalischer 
und saurer Hydrolysate der Gelatine 


Von 
Kurt Heyns, Gerhard Anders und Erich Becker 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg 
(Der Schriftleitung zugeganger am 4. April 1950) 


Zur Untersuchung von Totalhydrolysaten von Proteinen auf Art 
und Menge der darin vorhandenen Gemische von Aminosiiure-Bau- 
steinen stehen zahlreiche allgemeine und spezielle Methoden zur Ver- 
fiigung, die bei hinreichender Erfahrung in ihrer Anwendung sowohl 
qualitativ als auch quantitativ weitgehend befriedigende Aussagen er- 
méglichen. Auch zur Trennung von Gemischen von nativen Proteinen 
sind durch Ultrazentrifuge, Elektrophorese und Dialyse neben den iib- 
lichen chemischen Verfahren leistungsfiihige Methoden  verfiigbar. 


1 |. Mitteilung, diese Z. 286, 102 [1950], voranstehend. 
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Wesentlich anders liegen bisher die Verhialtnisse bei Abbaugemischen, 
die durch Partialhydrolysen erhalten werden. Die hierbei vorliegen- 
den Verhialtnisse sind z. Z. noch recht uniibersichtlich und erméglichen 
weder methodisch noch apparativ ein planmaBiges Vorgehen. 

Bisher vereinzelt bei einer Reihe von Abbauversuchen abgetrennte 
und in ihrer Zusammensetzung aufgeklirte Polypeptide sind meistens 
mehr oder weniger zufallig aus den Substanzgemischen ,,herausgefischt 
worden. 

Die vorliegende Mitteilung will zunichst die Leistungsfaihigkeit 
bisher gebriiuchlicher Methoden iiberpriifen und daran anschlieBend zu 
geeigneteren Arbeitsvorgingen gelangen. 


l. Vorversuche 


Nach der Feststellung, da8B am Verlauf kein wesentlicher Unter- 
schied zwischen KOH- und Barytabbau erkennbar ist (vgl. I. Mitt.), 
war die Zusammensetzung dieser Hydrolysate mit denjenigen des par- 
tiellen sauren Abbaus zu vergleichen. 

Das Barythydrolysat, nach den Werten der Tab. 2 der I. Mitt. her- 
gestellt, erreichte genau das angestrebte Verhiltnis N:NH,-N = 5,0:1. 

19,73 g Ba(OH),-8H,O wurden in 100 cem heiBem, frisch ausge- 
kochtem dest. Wasser gelést und schnell filtriert. In die vorsichtig auf 30° C 
gebrachte, stark iibersittigte Fliissigkeit wurde die Auflésung von 25,0 
Gelatine von gleicher Temperatur eingeriithrt, die nach kurzem Vorquellen 
unter Erwirmen im Wasserbad von 45°C in etwa 130 cem Wasser gelést 
worden war. Die ganze Lésung wurde auf 250 ccm aufgefiillt und 40 Stdn. 
bei 30°C im Brutschrank aufbewahrt. Das mit etwa 50 ccm 2,5-n. H,SO, 
auf den Neutralpunkt gebrachte Hydrolvsat wurde nach Absetzen des 
Bariumsulfats mehrmals bis zur vélligen Klarung filtriert. Nach Auffiillen 
zu 500 cem wurde ein Teil fiir die Analysen abgetrennt und der andere mit 
600 cem Aceton (Dg = 0,792) versetzt. Nach AbgieBen der Fliissigkeit am 
nachsten Tage blieb ein schmicriger, an den Wandungen haftender Riick- 
stand; dieser bildete Frakt. I. Er wurde durch Luftiiberleiten vom Aceton 
befreit, zu 50cem gelést und untersucht. —- Die abgegossene Fliissigkeit 
ergab mit weiteren 900ccem Aceton versetzt auf die gleiche Weise einen 
dligen Riickstand, durch den zum Befreien vom Fallungsmittel die Luft 
geleitet werden konnte (Frakt. II). Der in der Lésung verbliebene Anteil 
wurde als Frakt. III bezeichnet, s. Spalte 2, Tab. 1. 


Tab. 1. Zerlegung eines Barythydrolysates durch Acetonfallung 

















A. 2: 3. 4. 5. 6. 

Fraktion — Yo e: a Sp. 3x 
Acetcn Subst. NH,-} Sp. 4 
ganze Substanz --- 100,0 5,0 500,0 
iP. 600 49,9 6,4 319,5 
| ne 900 17,6 6,4 112,8 
IIT (Rest) . -- 27,9 3,6 99,1 

Summe — 95.4 5,2 531,4 5,3 
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Spalte 3 der Tab. 1 gibt die Aufteilung der angewendeten Substanz 
auf die einzelnen Fraktionen wieder, die Prozentzahlen errechnen sich aus 
den Gesamtstickstoffbestimmungen mit Hilfe des in Tab. 1 der I. Mitt. 
angegebenen Faktors; man sieht, da die Abbauprodukte mit dem N-Ver- 
hiltnis 6,4:1 tiber ?/,; der Gesamtmenge ausmachen. Spalte 4 enthalt 
die Stickstoffverhialtnisse gemaéB Formoltitration; die letzte Zahl in dieser 
Spalte ergibt sich aus den Summen des wiedergefundenen Gesamt- und 
Aminostickstoffs, der Wert in Spalte 6 aus prozentualer Beriicksichtigung 
der einzelnen Fraktionen, wie sie in Spalte 5 durchgefiihrt ist. Gegentiber 
der angewendeten Gelatinemenge ergab sich ein Verlust von 2,0 g, der seine 
irklarung in der Adsorption durch den Bariumsulfatniederschlag beim 
Neutralisieren und Filtrieren findet. 

Nach Tab. 3 der I. Mitt. wurde auBerdem ein Schwefelsiurehydrolysat 
bereitet. 

25g Gelatine wurden mit 85 ccm 25-proz. Schwefelsiiure (Dg = 1,18) 
bei 30°C im Brutschrank 5 Tage abgebaut. Nach Verdiinnen mit Wasser 
wurde durch ein Filter hei® gesiéttigte Barytlésung, bis zum Erreichen des 
Neutralpunktes, unter kraftigem Schiitteln zugefiigt. Durch zweimaliges 
Filtrieren lie8B sich das Bariumsulfat vollstindig entfernen; das klare Filtrat 
wurde unter den tiblichen schonenden Bedingungen auf 550 cem eingeengt. 
In der bereits geschilderten Art lieBen sich nacheinander aus 500 ecm dieser 
Lésung die in Tab. 2 aufgefiihrten Fraktionen mit Aceton ausfillen, wahrend 
50 cem zur Untersuchung des Gesamthydrolysates dienten. Auch hier trat 
durch Adsorption an den BaSO,-Niederschlag ein Verlust an EiweiBabbau- 
substanz ein, der infolge der weit gréBeren Menge betriichtlich héher lag 
als im obigen fiir emen Barytabbau angefiihrten Beispiel (hier 4,8 g, all- 
gemein 20%). 

Nach den allgemeinen Beobachtungen schien jedoch keine selektive 
Adsorption zu erfolgen. Entsprechende Versuche konnten dies bestatigen ; 
die adsorbierte Gesamtmenge lieB sich nur durch Kochen aus dem Nieder- 
schlag entfernen. Wegen der dabei méglichen unkontrollierbaren Verande- 
rungen wurden diese Anteile nicht weiter untersucht. Aus Tab. 2 geht hervor, 
da das Stickstoffverhaltnis der einzelnen Fraktionen (I bis XI) nicht stetig 
sinkt, vielmehr treten, trotz einer gewissen abnehmenden Tendenz, manche 
Uberschneidungen auf. 


Tab. 2. Zerlegung eines Schwefelséurehydrolysates durch Acetonfallung. 
































i. 2. 3. 4, 5, 
Fraktion er : % _N Sp. 3x 6. 
Aceton Subst. NH,-N Sp. 4 
ganze Substanz . —- 100,0 7 470 
I 210 5,5 5.3 29,15 
I] 250 23.5 5,7 134,0 
Ill 280 8,7 5,5 47,9 
I\ 310 6,6 5,7 37,6 
\ 350 q;1 4,9 34,8 
VI 390 5,5 4,9 27,0 
VII 450 6,0 4,5 27,0 
Vill 530 6,0 4,9 29,4 
IX 630 4,8 4,4 21,15 
on, fe. 6s. cee 780 4,4 4,6 20,25 
XI (Rest)... — 21,85 3,2 70,0 
Summe ..... oo 100,0 478,25 4,8 
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Aus diesen Vorversuchen lat sich erkennen, daB die Zerlegung eines 
Abbauproduktes mit dem Stickstoffverhiltnis 5:1 in unterschiedliche 
Fraktionen durch Fillen mit Aceton mdglich ist. Die auftretenden Uber- 
schneidungen weisen darauf hin, daB erst nach mehrmals wiederholter 
Unterteilung eine einigermaBen brauchbare Auftrennung eintreten wird. 
— Ein Unterschied zwischen Baryt- und KOH-Abbau ist vorerst nicht 
festzustellen. Mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit ist anzunehmen, 
daB etwa 15 bis ?/; der Hydrolysate aus Polypeptiden mit einem um 
rund 20% héheren Stickstoffverhialtnis (5,7:1 bis 6,4:1) besteht und in 
sich ziemlich einheitlich ist. Uber die Bestandteile der ,,Reste‘‘ kann 
vorliufig nichts ausgesagt werden. Es ist méglich, daB sie in nennens- 
wertem Betrage Aminosiuren enthalten. 


2. Zerlegung von ,,4:1“-Hydrolysaten durch Fallung mit 
Aceton und Methanol 

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden alle Hydrolysate 
bis zu einem Stickstoffverhaltnis 4:1 abgebaut, und zwar auf Grund der 
Uberlegung, daB beim Weitertreiben der Hydrolyse kiirzere und damit 
weniger komplizierte Polypeptide erhalten werden, was neben den an- 
gestrebten Strukturaufklarungen auch alle anderen analytischen Ar- 
beiten erleichtert. Im folgenden sollen nur die Hydrolysate ,,C“‘ und ,,E“ 
als Beispiele aufgefiihrt und niher erliutert werden. 

Auf alkalischem Gebiet wurde der theoretische Wert von 4,2:1 
durch 72-stdg. Abbau mit 1/2-Ba (OH), bei 30° C in allen Fallen erreicht. 
Hydrolyse und Neutralisation entsprechen der oben angefiihrten Be- 
schreibung. Abweichend hiervon wurde das erhaltene Hydrolysat durch 
Einengen unter vermindertem Druck auf ein bestimmtes Volumen ge- 
bracht, ebenso alle Fraktionen, die noch weiter zerlegt wurden. Es sollte 
damit die Méglichkeit geschaffen werden, eine Fraktionierung nach 
einem durchgefiihrten Schema jederzeit wiederholen zu kénnen. Unter- 
suchungen iiber die Reproduzierbarkeit hatten jedoch wenig befrie- 
digende Ergebnisse. Trotz genauesten Einhaltens der Bedingungen trat 
selten die erwartete Aufteilung ein. Der grundlegende Fehler lag in einer 
wahrscheinlich durch geringe Temperaturschwankungen bedingten Ab- 
weichung der ausgefallenen Mengen. Dadurch anderte sich dieZusammen- 
setzung der Fraktion, womit véllig andere Fiallungsbedingungen fiir die 
nichste Zerlegung vorlagen. 

Um die Anzahl der Endfraktionen méglichst niedrig zu halten, 
muBten Vereinigungen vorgenommen werden. Fiir diese war zunichst 
ein Gesichtspunkt nur in der Ahnlichkeit der Analysenwerte gegeben. 
Fiir die mit 400 g Gelatine durchgefiihrte HydrolyseC wurde zu den bis- 
herigen Untersuchungsverfahren noch die Bestimmung des Aminostick- 
stoffs nach van Slyke hinzugenommen und die spezifische Drehung der 
einzelnen Fraktionen ermittelt. Letztere dient lediglich als weiteres, 
nicht sehr ins Gewicht fallendes Merkmal, da bei der alkalischen Protein- 
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hydrolyse partielle Racemisierung eintreten mu’. Dieses Hydrolysat 
wurde aus spiiter zu erliuternden Griinden nach dem Prinzip fraktioniert, 
am Ende eine Fraktion zu erhalten, die bei hinreichender Menge eine 
moglichst niedrige Drehung und méglichst groBe Diskrepanz zwischen 
Stickstoffverhaltnis nach van Slyke und gem&B Formoltitration in 
der Gegend 5:1 aufwies. Diese Absicht war nicht ganz durchfiihr- 
bar und beruhte, wie sich spiiter herausstellte, auf falschen Voraus- 
setzungen. 

Abb. 1 zeigt die Zerlegung des alkalischen Hydrolysates C durch 
Acetonfallung. Hiufig ist die Erscheinung zu beobachten, daB das Mittel 
der Endwerte nicht mit dem Ausgangswert iibereinstimmt. Z. B. die 
Formolwerte bei der Zerlegung von C, und Cy, die van-Slyke-Werte bei 
der Auftrennung von Cg, und in vielen Fallen ist die Summe der Enddreh- 
werte bei entsprechender prozentualer Beriicksichtigung nicht gleich 
dem Ausgangsdrehwert. Mehrmalige Uberpriifungen mit Hilfe der 
Reservelésungen bewiesen, da keine Versuchsfehler vorliegen. Die oben 
auf den kleinen Quadraten stehenden Prozentzahlen geben den Anteil 
in bezug auf die vorhergehende Fraktion an, die unten stehenden beziehen 
sich auf die Gesamtausgangsmenge (C,). Bei der Ermittlung der auf- 
gefiihrten Prozentwerte sind die fiir Analysen und als Reserve zuriick- 
behaltenen Mengen in Abzug gebracht. Die nicht weiter zur Fraktionie- 
rung gelangenden Lésungen wurden auf die iibliche schonende Weise 
véllig zur Trockne gebracht, gepulvert und kihl aufbewahrt. Die 
angestrebte Fraktion war C,,, sie wurde weiter mit Quecksilberacetat 
zerlegt. — Cy, C,, und C,, wurden spiiter papierchromatographisch auf- 
getrennt. 

Als Beispiel fiir die Zerlegung eines Schwefelsiiure-Abbauproduktes 
aus 200g Gelatine gibt Abb. 2 das Fraktionierungsschema des Hydro- 
lysates E wieder. Versuchsweise wurde hier zunichst mit Methanol ge- 
fallt, um festzustellen, ob mit diesem Lésungsmittel, das nicht die vor- 
wiegend hydrophoben Eigenschaften des Acetons aufweist, genauere 
Unterteilungen zu erreichen sind. Nachteilig erwies sich die Tatsache, 
daB viele Polypeptide in hochprozentigem Methanol bereits eine gewisse 
Léslichkeit aufweisen. Es war nicht méglich, selbst mit einem groBen 
Uberschu8 an Methanol, ein partielles Hydrolysat vollstindig auszu- 
fallen. Hinzu kam die Beobachtung, da frisch mit Aceton gefillte Frak- 
tionen sich bei Zugabe von Methanol wieder auflésten. Es wurde daher 
der Weg eingeschlagen, die leicht fallbaren Anteile mit Methanol abzu- 
scheiden und die schwerer fillbaren mit Methanol-Aceton-Gemisch zu 
behandeln. 

In Abb. 2 lassen besonders die Drehwerte der Fraktionen Ej, bis 
Ey deutlich erkennen, daB bei diesem Verfahren eine weitaus bessere 
Zerlegung zu erreichen ist. Einige Daten konnten infolge Triibung der 
Lésungen nicht bestimmt werden. Die Fraktion E,, wurde spiiter mit 
Hilfe der Papierchromatographie niher untersucht. 
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3. Versuchezur weiteren Zerlegung der erhaltenenFraktionen 


Von den erhaltenen Fraktionen wurden Teile verwendet, um durch 
verschiedenartige Arbeitsweise eine Kristallisation zu erzwingen. Ver- 
dunstungsversuche bei normaler und erhéhter Temperatur, wochenlanges 
Stehenlassen im Eisschrank u. &. fiihrten nach kiirzerer oder lingerer Zeit 
nur zu einem Eindicken der Lésungen bis zu einem gewissen Grade. Ver- 
setzen mit Nichtlésungsmitteln, wie Methyl- und Athylalkohol, Isopropanol, 
Butyl- und Amylalkohol, Aceton, Methylithylketon und Alkohol-Ather- 
gemischen, erreichten je nach den Bedingungen nur eine Auftrennung in 
zwei Schichten oder die Bildung eines schmierigen Belages, d. h. die gleichen 
Erscheinungen, wie sie bei der Fraktionierung mit Aceton zu beobachten 
sind. Versuche, durch selektives Herauslésen aus zur Trockne verdampften 
Fraktionen mit Athanol, héheren Alkoholen und Essigester blieben eben- 
falls ergebnislos. Durch Extraktion im Soxhlet unter vermindertem Druck 
mittels Butanols, Isopropanols und Athylalkohols konnten nur geringe 
Mengen beigemengter Aminosiuren abgetrennt werden. 

Eingehende Versuche, mit Hilfe der Adsorptionschromatographie zum 
Ziele zu kommen, lieBen frithzeitig erkennen, daB auch hier nicht mit Er- 
folgen zu rechnen war. Meist lag mangelndes Adsorptionsvermégen vor, 
mitunter, bei sehr geringen zuriickgehaltenen Mengen, war ein Eluieren 
nicht méglich. Angewendet wurden Silicagel, Calciumsulfat, Bariumsulfat, 
verschiedene Arten Aluminiumoxyd und Magnesiumoxyd. Bei letzteren 
wurde auch eine Beladung mit Cu-Ionen zur erhofften Salzbildung und mit 
Morin, zwecks Erkennen etwa gebildeter Zonen im U-V-Licht vorgenommen, 
ohne da eine Besserung der Methode zu erreichen war. Wenn die gleichen 
Versuche mit Aminosaéuregemischen, statt mit den Polypeptidgemischen 
der Fraktionen aus partiellen Eiweibhydrolysaten, durchgefiihrt wurden, 
so deutete sich sofort die bekannte Brauchbarkeit einiger Verfahren an. 
Das gleiche gilt fiir die Anwendung elektrophoretischer Methoden. 

Da alle aufgefiihrten Methoden, die ohne jegliche chemische Beein- 
flussung auf die Bruchstiicke der EiweiBmolekiile bleiben miiBten, keinerlei 
Hoffnung erweckten, selbst nach intensiver Einarbeitung in ein Verfahren 
sehlieBlich zu Erfolgen zu gelangen, wurden Versuche unternommen, bei 
denen ein geringfiigiger chemischer Eingriff in Kauf genommen werden 
muBte. Dazu dienten zuniachst einige spezifische Aminosaurefallungsmittel, 
wie Flaviansaiure, Reinecke-Salz und Rhodanilsiéure. Sie fallten im all- 
gemeinen die Halfte der vorliegenden Polypeptidsubstanzen aus. Jedoch 
erwies sich die Aufarbeitung der Produkte als tiberaus verlustreich. —— 
Acylierungsversuche mit Benzoyl- und f-Naphthalinsulfochlorid ergaben 
in allen Fallen nur édlige Produkte, in denen keine Kristallisation zu erreichen 
war. Weiter wurden andere aromatische Sulfonsiuren verwendet, mit denen 
Stein, Moore und Bergmann! aus Seidenfibroin-Totalhydrolysat mehrere 
Dipeptide ausfillen konnten. Anscheinend ist ihr spezifisches Fallungs- 
vermoégen auf derartige Substanzen beschrinkt, da sich bei den hier vor- 
liegenden, meist héheren Polypeptiden in keinem Falle ein Niederschliag 
zeigte, gar nicht zu reden von einheitlichen Anteilen. Folgende Sulfonséuren 
gelangten zur Verwendung: p-Brombenzolsulfonsiure, 2.5-Dijod-phenol- 
sulfonséure-(4), 2.5-Dibrom-benzolsulfonsiiure, p-Phenolsulfonséure, Pheny]- 
hydrazin-p-sulfonsiure, m-Nitrobenzolsulfonsiure und Azobenzol-p-sulfon- 
saure. 

Fallungen mit Quecksilberacetat ergaben fein-kristalline Produkte, 
die nach van Slyke ein abnorm hohes N-Verhiltnis zeigten (15: 1—35:1) 
und sich bei der Formoltitration als ungewohnlich sauer erwiesen. Die naiheren 
1 W. Stein, Moore u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 154, 191 
[1944]. 
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Untersuchungen zeigten, daB eine irreversible Acetylierung der Polypeptide 
eingetreten war. 

Spiter wurden die Fallungen, die mit f-Naphthalinsulfochlorid und 
mit Quecksilberacetat erhalten worden waren, mit Hilfe der Papierchromato- 
graphie nachtriéglich untersucht. Die Totalhvdrolysate der B-Naphthalin- 
sulfochloridfallungen enthielten Glutaminsadure, Glykokoll, Alanin, 
Leucin und geringe Mengen Oxyprolin. Auch die Produkte der Queck- 
silberacetatfallungen konnten nicht direkt untersucht werden, da sie keine 
Ninhydrinreaktion geben; jedoch wurden Totalhydrolysate und partielle 
Abbaustufen chromatographiert. An konstituierenden Aminosaéuren wurden 
Asparaginsadure, Glutaminsiure, Glykokoll und Alanin-gefunden. 
Als Zwischenstuten des hydrolytischen Abbaus lieBen sich 4 Peptide er- 
kennen, die jedoch nicht néher untersucht wurden. 


4+. Diskussion 


Die mit einfachen Mitteln durchgefiihrten Zerlegungen partieller 
Gelatinehydrolysate im Zusammenhang mit spiiterén papierchromato- 
graphischen Untersuchungen der erhaltenen Fraktionen lassen erkennen, 
daB diese Produkte eine auBerordentlich komplexe Zusammensetzung 
aufweisen; irgendwelche Unterschiede zwischen Abbauprodukten, die 
mit KOH, Baryt oder Schwefelsiiure gewonnen wurden, sind vorliufig 
nicht zu erkennen, soweit sie anniihernd das gleiche Stickstoffverhaltnis 
aufweisen. Alle Hydrolysate und anscheinend alle Fraktionen enthalten 
Aminosiuren, wie schon die Extraktionsversuche bewiesen ; diese reichern 
sich bei fortlaufender Zerlegung in den schwerer fallbaren Anteilen all- 
mihlich an, so vor allem Glykokoll, Prolin und Oxyprolin, die 
Hauptbestandteile dieses Proteins. 

Im ibrigen beschrinken sich die mit Hilfe der Papierchromato- 
graphie nachtriglich untersuchten Auswirkungen der Fraktionierung 
mit Aceton (Baryt-Hydrolysat C) bzw. mit Methanol-Aceton (H,SO,- 
Hydrolysat E) im wesentlichen auf ein zunehmendes Klarerwerden der 
Chromatogramme. Dabei ist in vielen Fiillen deutlich eine gewisse Aus- 
wahl bei der Auftrennung auch hinsichtlich der nicht erwihnten Amino- 
siiuren zu erkennen. Ein Fleck ,,geht“‘ z. Bb. vorzugsweise, mitunter sogar 
ausschlieBlich in die héhere Fraktion. Eine abschlieBende Beurteilung 
des ganzen Vorganges kann jedoch erst gegeben werden, wenn eine Frak- 
tionierung unter maBgeblicher Beriicksichtigung papierchromatogra- 
phischer Gesichtspunkte durchgefiihrt worden ist. 

Die an sich denkbare Méglichkeit, durch fortgesetzte Zerlegung 
mittels Acetons bzw. Methanols schlieBlich zu Fraktionen zu gelangen, 
die fast ausschlieBlich nur noch ein einziges Polypeptid enthalten, ist 
praktisch nicht durchfiihrbar. Bei weit vorgeschrittener Aufteilung 
trennen sich die beiden Phasen nur sehr langsam voneinander, die 
Grenzfliche bleibt kaum erkennbar und wird durch geringfiigige Er- 
schiitterungen leicht gestért, soweit es iiberhaupt gelingt, die Menge 
Fillungsmittel so zu dosieren, daB nicht entweder gar keine oder die 
gesamte Substanz ausfiillt. 
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Aus der Erfahrung, daB die durch Acetonfallung erhaltenen Frak- 
tionen nicht ohne weiteres auftrennbar sind, ohne bedeutende Veriinde- 
rungen an den Peptidmolekiilen vorzunehmen, kann letzten Endes nur 
wieder der Schlu8 gezogen werden, daB die auBerordentlich groBe Ahn- 
lichkeit der Polypeptide in allen Eigenschaften eine Anwendung der 
bisher gebriuchlichen Methoden weitgehend ausschlieBt. Die vorhan- 
denen geringen Unterschiede lassen sich nur verwerten, wenn der sie 
ausnutzende Vorgang so hiufig wiederholt werden kann, bis eine Tren- 
nung eintritt. Die dafiir nétige Zahl von Fraktionierungen diirfte wahr- 
scheinlich nur chromatographisch zu erreichen sein. Das bei Amino- 
siuregemischen unter Verwendung spezieller Adsorbenzien noch wirk- 
same Verfahren versagte jedoch bei Peptidgemischen. 

Es wird weiterhin untersucht, in welchem Umfang mit Hilfe der 
Papierchromatographie nihere Einblicke in die Zusammensetzung der 
erhaltenen Fraktionen zu erhalten sind; iiber die vorliegenden Er- 
fahrungen wird demniichst berichtet. 


Zusammenfassung 


Durch Abbau mit /2-Baryt und mit 25-proz. Schwefelsiure bei 
30°C erhaltene partielle alkalische und saure Hydrolysate vom Ver- 
haltnis (NH,-N):N = 4:1 wurden durch Fallen mit Aceton und Methanol 
aus wiBriger Lésung in eine gréBere Anzahl Fraktionen zerlegt, die beim 
Vergleich der N-Verhiltnisse und besonders der Drehungswerte eine 
deutliche Auftrennung erkennen lieBen. 


Untersuchungen iiber die Saponinhamolyse 
Von 
Josef Schmidt-Thomé und Friedrich Prediger 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-chemischen Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20, Juni 1950) 


Im Laufe von Untersuchungen iiber die Digitoninhimolyse, die 
einige Jahre zuriickliegen» 3, wurde eine titrimetrische Mikrobestimmung 
des Blutcholesterins entwickelt?, die inzwischen vielfache klinische An- 
wendung gefunden hat* *. Als Titrationsmittel dient eine Aufschwem- 
mung gewaschener Blutkérperchen (im folgenden als Blk abgekiirzt). 


1 J. Schmidt-Thomé, diese Z. 275, 183 [1942]. 
2 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 
3 J. Schmidt-Thomé, diese Z. 275, 208 [1942]. 

4G. Schettler, Arztl. Forschung 1, 12 [1947]. 

5 J. GleiB u. K. Hinsberg, diese Z. 284, 156 [1949]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 286 9 
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Zum besseren Verstiindnis des folgenden mu kurz noch einmal auf 
das Prinzip der Titration eingegangen werden : Lift man eine Blutkérperchen - 
aufschwemmung (im folgenden als BIkA abgekiirzt) zu einer isotonischen 
Digitoninlésung in einem Reagensréhrchen langsam zutropfen, so beob- 
achtet man nach Zugabe eines jeden Tropfens alsbald Himolyse. Es findet 
hierbei eine Bindung des Digitonins (im folgenden als Dig abgekiirzt) an 
das Blk-Cholesterin als Cholesterindigitonid statt, so da im Verlauf der 
Titration schlieBlich ein Punkt erreicht wird, bei dem auf weiteren Zusatz 
von Blk keine Himolyse mehr eintritt und die Mischung in der Durchsicht 
triibe erscheint. Das ist der Endpunkt der Titration. Ist der Dig-Gehalt 
der vorgelegten Lésung bekannt, so 1aBt sich aus dem bekannten Verhiiltnis 
von Cholesterin zu Dig in der Molekiilverbindung (1:1) der Cholesterin- 
gehalt der BIkA berechnen. Diese BIkA bekannten Titers kann man nun 
benutzen, um Cholesterinlésungen unbekannten Gehalts zu bestimmen, 
indem man letztere zu einer abgemessenen Menge eingestellter Dig-Lésung 
zusetzt und nach eingetretener Bindung des Cholesterins den Uberschu8 an 
Dig zuriicktitriert. 

Aus diesen Untersuchungen, die erginzt wurden durch elektronen- 
optische Aufnahmen von durch Dig hiémolysierten Blk-Stromata, zogen 
wir eine Reihe von Schliissen iiber den Mechanismus der Dig-Hiamolyse, 
die sich im wesentlichen wie folgt zusammenfassen lassen: 

1. Bei der Dig-Haémolyse handelt es sich um eine wohldefinierte Reaktion 
zwischen Dig und Blk-Cholesterin. 

2. Unter der Einwirkung des Dig findet, im Gegensatz zur osmotischen 
Hiamolyse, ein volliger Zerfall der Blk-Hiillen in kleine Bruchstiicke 
statt. 

3. Andere Saponine verhalten sich im Prinzip bei der Hamolyse ebenso 
wie Dig. 

4, Die Unterschiede in der Resistenz von Blk von Mensch und Tier gegen 
Saponine gehen auf ihren verschiedenen Cholesterin-Gehalt zuriick. 

5. Der hamolytische Index eines Saponins ist ein Ma8 fiir das Verhiltnis, 
in dem es mit Cholesterin reagiert. 

Diese Vorstellungen stehen in mancher Beziehung nicht in Uber- 
einstimmung mit Ergebnissen anderer Autoren iiber den Hamolyse- 
vorgang. Ein wesentlicher Einwand ergibt sich aus alteren Unter- 
suchungen Koflers®? iiber die Verschiedenheit der sog. Rywosch- 
Reihen fiir verschiedene Saponine, die es zweifelhaft machen, ob wirk- 
lich das Cholesterin der Blk Angriffspunkt der Hamolyse ist. Weitere 
Schwierigkeiten ergeben sich bei der Deutung von Befunden Wil- 
brandts iiber die sog. kolloidosmotische Hiimolyse®. SchlieBlich wies 
in jiingster Zeit Jung® darauf hin, daB die Blk-Schatten auch nach der 
Hamolyse noch Dig binden kénnen, und weiter daB die Blk-Stromata 
hierbei nicht in kleine Bruchstiicke zerfallen, sondern sich noch im 
Ganzen elektronenoptisch darstellen lassen. Es war somit notwendig, 
unsere Befunde und ihre Deutung erneut zu priifen. 





6 L. Kofler, ,,.Die Saponine‘‘, Verlag J. Springer, Wien 1927. 

7 L. Kofler u. Z. Lazar, Wien. klin. Wschr. 40, Nr. 1 [1927]. 

8 W. Wilbrandt, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 245, 
22 [1941]. 

9 F. Jung u. A. Bohm, Naunyn-Schmiedebergs Archiv exp. Pathol. 
Pharmakol. 207, 144 [1949]. 
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I. Untersuchungen itiber die Rywosch-Reihen 


Im Jahre 1907 und spiater veréffentlichte Rywosch Versuche iiber 
die Resistenz des Blutes verschiedener Siugetiere gegeniiber verschie- 
denen himolytischen Agenzien (Lit. vgl. 6, 7). Er verwendete hierbei 
eine von Kobert angegebene Methodik zur Bestimmung des sog. 
hamolytischen Index von Saponinen. 


Man stellt hierzu eine fortlaufende Reihe von immer stirker ver- 
diinnten Saponinlésungen in Reagensglisern her und setzt zu jedem 
Rohrchen die gleiche Menge verdiinnten Bluts oder gewaschener Blk 
und isotonischer Kochsalzlésung bis zum gleichen Endvolumen. Die Ver- 
diinnung desjenigen Ansatzes, bei dem nach 24 Stdn. gerade noch voll- 
stiindige Himolyse erfolgt ist, wird als der hamolytische Index be- 
zeichnet. 

Rywosch erhielt so fiir das Saponin pur. albiss. Merck eine be- 
stimmte Reihenfolge in der Resistenz verschiedener Blutarten, wenn er 
sie nach abnehmender Widerstandsfihigkeit gegen das Saponin, d. h. 
zunehmendem himolytischen Index ordnete. Er machte darauf auf- 
merksam, daB diejenigen Blutarten resistenter gegen Saponin seien, 
deren Stroma reicher an Cholesterin ist, und iibertrug seine Re- 
sultate ganz allgemein auf die Saponinhamolyse iiberhaupt. In Fort- 
fiihrung dieser Versuche Rywoschs stellte aber Kofler®’ fest, daB 
ihre Verallgemeinerung auf alle Saponine nicht zutrifft. Untersucht 
man die Resistenz der Blutarten gegen eine ganze Reihe von Sapo- 
ninen, so erhalt man vollig verschiedene Reihenfolgen im hamolyti- 
schen Index. 

Diese Ergebnisse lassen sich nicht mit unserer bisherigen Anschau- 
ung vereinbaren!, daB bei der Dig-Hamolyse eine definierte Reaktion 
mit dem Blk-Cholesterin stattfinde. Denn in diesem Fall miiBte sich fiir 
alle Saponine eine identische Resistenzreihe ergeben, wobei sich die 
haimolytischen Indizes jeweils nur um einen konstanten Faktor unter- 
scheiden diirften. In einer Diskussion mit dem einen von uns im Jahre 
1943 schlug Kofler vor, zu einer Klirung dieser Diskrepanz erneut 
Versuche mit Saponin pur. albiss.-Merck im Vergleich zu Digitonin an- 
zustellen, da gerade fiir diese beiden die Rywosch-Reihen ganz be- 
sonders verschieden sind. Im letzten Jahre haben wir diese aus diuBeren 
Griinden verschobene Untersuchung durchgefiihrt *. 


Wir priiften zunichst unter den von Kofler angegebenen Bedin- 
gungen®, 7 die Resistenz verschiedener Blk-Arten gegen Saponin pur. 
albiss.-Merck und gegen Dig. Fiir das Saponin-Merck erhielten wir genau 
die gleichen Zahlen und die gleiche Reihenfolge der Blutarten wie 
Kofler. Dagegen konnten wir die Zahlenwerte fiir Dig nicht repro- 


* Wir danken Frl. I. Wimmers fiir ihre Hilfe bei diesen Versuchen. 
gx 
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duzieren. Wir erhielten stark schwankende Ergebnisse, die zwar in 
der gleichen GréBenordnung wie die Koflers lagen, aber mit einer 
anderen Reihenfolge; méglicherweise liegt die Ursache hierfiir in dem 
verschiedenen Reinheitsgrad des von Kofler und von uns benutzten 
Digitonins. Aber auch unsere Reihe fiir Dig war eine véllig andere 
als die fiir Saponin-Merck. 

Da die Anordnung im Kobertschen Resistenzversuch sich prin- 
zipiell von der bei unserer Titration unterscheidet — im ersteren Falle 
werden Saponin und Blk auf einmal vermischt, im letzteren die Blk 


——> Sek. (Digitonintitration) 
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Abb. 1. Zeitverlauf der Blutkérperchentitration einer Saponin- bzw. 
Digitoninlésung. 


allmahlich zur Saponinlésung zutropfen gelassen — vermuteten wir 
schon von Anfang an, daB hierin der unterschiedliche Reaktionsablauf 
begriindet sein miisse. Wenn unter den Bedingungen der Blk-Titration 
eine definierte Reaktion zwischen Saponin und Blk-Cholesterin statt- 
findet, so muB bei Titration von Lésungen verschiedener Saponine mit 
Blk verschiedener Tierarten sich immer die gleiche Reihenfolge im Blk- 
Verbrauch ergeben. Um dies experimentell zu zeigen, haben wir eine 
auf px 7,2 gepufferte, 1:10000 verdiinnte isotonische Dig-Lésung und 
eine ebenso gepufferte Lésung von Saponin pur. albiss.-Merck 1:5000 
mit Blk der von Kofler angegebenen Tierarten®’ titriert. Um Schwan- 
kungen in der Erythrozytenzah] beriicksichtigen zu kénnen, haben wir 
die Blk in der jeweils benutzten BIkA gezihlt. Waihrend die Bestimmung 
des Verbrauchs an BIkA bei der Dig-Lésung nach unserer friiheren 
Methodik! ohne Schwierigkeit verlief, zeigte das Saponin-Merck eine 
so geringe Reaktionsgeschwindigkeit, daB der Endpunkt der Titration 
sehr schwierig zu erreichen war. Nach eingetretener Triibung wurden 
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die Réhrchen bei liingerem Stehenlassen immer wieder klar. In der 
Abb. 1 sind zwei typische Titrationskurven dargestellt: Auf der Ordinate 
ist die zu 1 cem Saponin- bzw. Dig-Lésung zugesetzte BlkA-Menge auf 
der Abszisse die Zeit von der Zugabe bis zum Klarwerden der Réhrchen 
aufgetragen. 

Man sieht, daB beim Dig der Endpunkt der Titration sehr rasch 
erreicht ist, waihrend beim Saponin-Merck die Kurve auch nach langen 
Zeitriiumen immer noch ein Ansteigen zeigt. Wir haben versucht, rech- 
nerisch den Grenzwert des BlkA-Verbrauchs zu ermitteln, doch lieB sich 
die Kurve nicht durch eine einfache Funktion darstellen. 

Es wurde daher bei der Saponinlésung zunachst auf eine Triibungs- 
dauer von 15 Min. titriert, d. h. der Endpunkt der Titration als erreicht 
festgesetzt, wenn nach Zugabe eines Tropfens BIkA die Triibung 15 Min. 
bestehen blieb. Ordnete man die hierbei erhaltenen Titrationswerte in 
steigender Folge, so erhielt man fiir Dig und Saponin Reihen, die in 
vielen Punkten voneinander abwichen. Bildet man den Quotienten: 
Verbrauch an Blk fiir 1 cem Saponin dividiert durch Verbrauch an 
Blk fiir 1 eem Dig, so miiBte dieser fiir alle Blutarten konstant sein. 
Das war in diesem Versuch nicht der Fall. Bessere Ergebnisse erhielten 
wir, als die Triibungsdauer fiir den Endpunkt der Saponintitration auf 
1 Stde. festgesetzt wurde. Die Durchfiihrung dieser Versuche war sehr 
zeitraubend und miihsam, eine Titration dauerte 6—8 Stunden. Bei 
lingerem Stehenlassen als 1 Stde. wurden die Réhrchen trotzdem haufig 
wieder klar, so da& der Endpunkt der Titration auch hier noch nicht 
ganz erreicht war. Eine weitere Verlingerung der Triibungsdauer wiirde 
wohl] eine noch bessere Annaherung an die wirklichen Endwerte ermég- 
lichen, gleichzeitig aber die Durchfiihrung der Titration noch mehr 
erschweren und zur VergréBerung der Versuchsfehler fiihren. Das Er- 
gebnis unserer letzten Versuchsserie zeigt die Tab. 1. 


Tab. 1. Verbrauch an Blk verschiedener Tierarten fiir 1 cem Digitonin- 
bzw. Saponin-Lésung. 























BIkA-Ver- 74 
brauch fiir a —~ d. 
Tier [ne tok) «| Hedhendiige d. BiLA-Veebe 
ow, te Sap/ jimcmm ee da. Dik: : 
bzw. Sap. Dig | BIkA 
Dig | Sap Dig Sap 
Kaninchen . 1,20 | 1,73 | 1,44 |2,08-105| Schwein Schwein 
Rind . .| 0,60 | 0,95 | 1,58 6,26 | Pferd Pferd 
Mensch . . .| 0,63 |] 0,98 | 1,55 3,70 | Rind Rind 
Meerschwein- 
chen 0,81 | 1,19 | 1,47 3,30 | Ratte Mensch 
Ratte 0,60 | 1,41 | 2,35 4,97 | Mensch Hund 
Hund 0,70 | 1,15 | 1,65 3,41 | Hund Hammel 
Schwein 0,40 | 0,66 | 1,65 7,61 | Hammel Meerschwein. 
Hammel. 0,79 | 1,16 | 1,47 7,18 | Meerschwein. | Ratte 
Pferd . 0,59 | 0.82 | 1,39 7,73 | Kaninchen Kaninchen 
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Die Reihenfolge der bei der Titration verbrauchten Menge an 
BIkA in den letzten beiden Spalten der Tabelle zeigt gute Uberein- 
stimmung. Nur der Wert fiir die Ratte fallt heraus. Wie der Sap/Dig- 
Quotient von 2,35 zeigt, ist hier der Verbrauch an BIkA fiir die Saponin- 
lésung verhaltnismaiBig sehr hoch. Dies kénnte daran liegen, da fiir 
Rattenblut mit 1 Stde. Triibungsdauer der wirkliche Endwert schon 
weitgehend erreicht ist. Andererseits zeigte sich, daB gerade Ratten- 
blutkérperchen besonders empfindlich sind und schon nach Waschen 
mit isotonischer Kochsalzlésung stark himolytisch waren, so daB der 
Verbrauch auch hierdurch zu hoch sein kénnte. Auch bei Hundeblut- 
kérperchen fanden wir haufig einen verhiltnismaBig héheren Verbrauch 
und dadurch einen héheren Quotienten als 1,5. 

Wenn man Blut verschiedener Individuen der gleichen Tierart oder 
verschieden stark verdiinnte Blk-Aufschwemmungen verwendet und 
die so erhaltenen Werte vergleichen will, ist es notwendig, die Zahl der 
Erythrozyten in der jeweils benutzten BIkA zu beriicksichtigen, am 
einfachsten durch Reduktion auf eine Zellzahl von 10%/emm. Dies er- 
reicht man durch Multiplikation der Titrationszahlen mit dem Faktor 
= ee as Wollte man ganz exakt sein, so miiBte auBerdem der 
wechselnde Cholesterin-Gehalt der Blk in Rechnung gestellt werden. 
Da dieser aber innerhalb einer Tierklasse normalerweise recht konstant 
ist, haben wir diese Korrektur nicht beriicksichtigt. Nach der Reduktion 
ergibt sich aus der Tab. 1 die Tab. 2. 





Tab. 


bo 





Verbrauch einer BIkA von 108 Ery/emm, in steigender Menge geordnet 





fiir 1 cem Dig | Reihenfolge [fiir leem Sap| Reihenfolge 
0,23 Mensch 0,36 Mensch 
0,24 Hund 0,36 Kaninchen 
0,25 Kaninchen 0,39 Hund 
0,27 Meerschweinchen 0,39 Meerschweinchen 
0,30 Ratte 0,50 Schwein 
0,30 Schwein 0,59 Rind 
0,38 Rind 0,63 Pferd 
0,46 Pferd 0,70 Ratte 
0,57 Hammel 0,83 Hammel 











Die Reihenfolge fiir Dig und Saponin ist auch hier bis auf die 
Stellung der Ratte die gleiche. (Die Abweichung fiir Kaninchen und 
Hund liegt innerhalb der Fehlergrenze der Titrationsmethode.) Wir 
haben so bei mehrfacher Durchfiihrung der Titration fiir Dig, auch bei 
Benutzung von Blut verschiedener Individuen, nach Reduktion auf 
10° Ery/emm im wesentlichen immer die gleiche Reihe erhalten. Fiir 
Saponin niherte sie sich mit steigender Triibungsendzeit immer mehr 


der Dig-Reihe. 
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Das Ergebnis bestitigt die Richtigkeit unserer Vorstellungen vom 
Verlauf der Blk-Titration, die Abweichung der Rywosch-Reihen von- 
einander muB demnach eine besondere Ursache haben. 


II. Elektronenoptische Untersuchungen 


Die in unserer friiheren Mitteilung! geiuBerte Ansicht, daB bei der 
Dig-Hamolyse ein vélliger Zerfall der Blk-Stromata stattfinde, hat sich 
als nicht zutreffend erwiesen. Jung® gibt eine Reihe von Abbildungen 
wieder, in denen die Stromata nach Digitoninhimolyse noch véllig 
zusammenhingend dargestellt sind. Auch unsere Abbildungen! zeigen 
noch eine gewisse Struktur, die sich im Sinne der von Jung gefun- 
denen Ablésung von Schiippchen von der Membran bei energischer 
Dig-Einwirkung deuten lassen®. — Wir haben im Jahre 1943, nach 
unserer Veréffentlichung! noch eine Reihe weiterer elektronenoptischer 
Aufnahmen im Laboratorium von M. v.Ardenne an mit anderen 
Saponinen himolysierten Blk gemacht und hierbei ebenfalls vollstaindig 
erhaltene Stromata gefunden (Abb. 2u.3*). Entsprechend dem damaligen 
Stand der Praparationstechnik sind die Aufnahmen nicht so klar wie 
die von Jung. Auch bei elektronenoptischer Abbildung von durch 
Natriumoleat oder durch Antiserum haimolysierten Blk-Resten wurde 
von uns niemals ein Zerfall beobachtet (Abb. 4 u. 5*). 


III. Mechanismus der Saponinhaémolyse 


In einer Reihe von Arbeiten hat Wilbrandt gezeigt, daB die 
meisten Hamolysen kolloidosmotisch verlaufen: Die Einwirkung des 
Himolytikums fiihrt zu einer Erhéhung der Permeabilitat der Blk- 
Membran; durch den hohen EiweiBgehalt der Zellen kommt es zu einer 
osmotischen Schwellung und als deren Folge zur Hiimolyse. Auch die 
Saponin-Hamolyse sollte kolloidosmotisch verlaufen!®. Allerdings zeigte 
sich hier, bei menschlichen Blk, eine Einschrinkung insofern, als auch 
eine nichtosmotische Komponente in den Kurven feststellbar war. In 
jiingster Zeit fand Wilbrandt", da8 mit ganz reinem Digitonin ein- 
deutig nichtosmotische Kurventypen erhalten werden. Das weist dar- 
auf hin, daB der Digitoninhimolyse ein besonderer Mechanismus zu- 
kommen muB. 

In einer systematischen Untersuchung der Abhangigkeit der Dig- 
Hiamolyse von der Zellzahl und der Dig-Konzentration im Resistenz- 
versuch kommt Jung® zu dem Ergebnis, da Haimolyse schon mit einer 
viel geringeren Menge Dig eintritt, als von den Blk maximal gebunden 
werden kann. Dasselbe laBt sich iibrigens auch aus Wil brand ts Kurven’® 


* Vgl. die Tafel S. 134a. 
10 W. Wilbrandt, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 245, 
22 [1941]. 
11 Privatmitteilung von W. Wilbrandt. 
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ablesen. In einer Uberschlagsrechnung zeigt Jung, da8 bei 50-proz. 
Hamolyse nur 1/3) der theoretisch méglichen Dig-Menge an die Erythro- 
cyten gebunden wird. 

Wir haben in Ergiinzung hierzu diejenige Menge an Dig zu be- 
stimmen versucht, die gerade ausreicht, damit eine noch sichtbare Hamo- 
lyse eintritt. Zu diesem Zweck wurden verschieden stark verdiinnte 
isotonische Dig-Lésungen zu 1 ccm einer BIkA gegeben; wahrend des 
Zutropfens wurde stark geschiittelt, dann lieBen wir die Rodhrchen 
12 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen. Es zeigte sich, daB die erste 
Himolyse erkennbar wird nach Zugabe von 0,08 ccm einer 1:100000 
verdiinnten Dig-Lésung zu 1 ccm einer BIkA mit einer Erythrozyten- 
zahl von 400000 pro emm. Nach einer entsprechenden Uberschlagsrech- 
nung ergibt sich, daB in diesem Fall auf 3-108 Molekiile Cholesterin 
je Zelle 10® Molekiile Dig kommen. Das heift: Zur soeben sichtbaren 
Himolyse geniigt pro Zelle der 300. Teil an Dig-Molekiilen wie maximal 
gebunden werden kann. 

Auch bei 100-proz. Haimolyse im Resistenzversuch braucht nicht 
die theoretische Menge Dig gebunden zu sein. Berechnet man aus den 
Zahlenwerten fiir den himolytischen Index von Blk verschiedener Tier- 
arten gegen Dig (z. B. Tab. III bei Kofler’) das Verhiltnis von Dig zu 
Blk-Cholesteria, so kommt man zu Werten von 1:3 bis 1:12. (Die hierzu 
notigen Zahlenwerte fiir den Cholesteringehalt der Blk lassen sich, soweit 
ihre Heranziehung zu der viele Jahre zuriickliegenden Arbeit Koflers 
statthaft erscheint, aus dem Blk-Verbrauch fiir 1 cem Dig der Tab. 1 
dieser Arbeit berechnen, unter Zugrundelegung eines Normalwertes von 
60 mg% fiir menschliche Bik). Auch aus den Kurven Jungs® 1aBt sich 
fiir menschliche Blk bei verschiedenen Verdiinnungen fiir 100-proz. 
Hamolyse in guter Ubereinstimmung ein Verhiltnis Digitonin zu Chol- 
esterin von etwa 1:3 bis 1:12 errechnen. 

Da sich aus der Tatsache des nicht-stéchiometrischen Verhalt- 
nisses von Dig zu Cholesterin im Resistenzversuch Zweifel ergeben 
konnten, ob unser SchluB zutrifft, daf bei der Blk-Titration eine 
eindeutige Reaktion zwischen Dig und Blk-Cholesterin stattfinde, haben 
wir eine Titrationsserie mit verschieden stark verdiinnten Dig-Lésun- 
gen durchgefiihrt, um festzustellen, ob Linearitiit besteht zwischen 
Verdiinnung und Blk-Verbrauch. Es wurde eine Stammdigitoninlésung 
in Zweierpotenzen verdiinnt und titriert; ebenso wurde die gleiche 
Stammlésung mit immer stirker verdiinnten Blk titriert. Das Ergebnis 
zeigt Tab. 3. 

Man sieht, daB eine gute Linearitit vorhanden ist; nur die letzten 
beiden Zahlen fiir den BlkA-Verbrauch liegen zu niedrig. Wir méchten 
diese Abweichungen so deuten, da die rasche Sedimentation der Blk 
bei verdiinnten Blk-Aufschwemmungen und die zunehmende Ungenauig- 
keit in der Erkennung des Triibungspunktes bei groBen Volumina im 
Titrierréhrchen zu einer VergréBerung der Fehlerbreite der Titration 
fiihren:' 








xa 








J. Schmidt-Thomé u. F. Prediger, Untersuchungen iiber die Saponinhamolyse (S. 127) 
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Abb. 2. Mit Kornradesaponin himoly- Abb. 3. Mit Guajaksaponin himolysiertes 
siertes Blutkérperchen. Blutk6érperchen. 


« » 
Pe P 
Abb. 4. Mit Natriumoleat himolysiertes Blutkérperchen. 








Abb. 5. Mit Kaninchenantiserum himolysierte Blutkérperchen 
(Objekttragermembran gerissen). 


Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 286, S. 134a. 
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Tab. 3. Titration einer Dig-Lésung in verschiedener Verdiinnung mit 
verschieden verdiinnter BlkA. 


1 











Verdiinnung der Dig- | py. Vor ating Verbrauch an BIkA 
Lésung gefunden theoret. 
1:8 1:10 0,08 0,08 
1:4 1:10 0,16 0,16 
1:2 1:10 0,31 0,32 
unverdiinnt 1:10 0,62 0,64 
unverdiinnt 1: 20 1,22 1,28 
unverdiinnt 1: 40 2,20 2,56 
unverdiinnt 1: 80 3,80 5,12 








Tab. 3 bestatigt ahnliche frithere Versuche von uns mit verschieden 
stark verdiinnten Dig-Lésungen®, die ebenfalls zu dem Ergebnis einer 
linearen Abhingigkeit des Blk-Verbrauchs von der Verdiinnung fiihrten. 
Die Tatsache, daB mit Hilfe der Blk-Titration iiberhaupt genaue Cho- 
lesterinbestimmungen méglich sind, beweist an sich schon ihren stéchi- 
ometrischen Verlauf. Jung® weist ebenfalls auf die oben angedeuteten 
Bedenken hin, kommt aber zu dem SchluB, daf unsere Vorstellungen 
rfchtig sind. 

Entscheidend fiir den nichtlinearen Verlauf der Hamolyse im Re- 
sistenzversuch ist die Tatsache, da8 Blk und Saponinlésung auf einmal 
vermischt werden. Es stellt sich dann eine statistische Verteilung 
zwischen Dig-Molekiilen und Blk ein, die sich in den Kurven von Jung 
durch ein quadratisches Gesetz der Abhiingigkeit von Zellzahl und Kon- 
zentration ausdriickt. Ruhenstroth-Bauer™ hat diese Verteilung 
unter Zugrundelegung der Versuchsdaten von Jung berechnet und 
kommt so zu einer quantitativen Formulierung der von Jung ver- 
muteten lokalen Permeabilititsinderung der Erythrozytenmembran, 
die der Himolyse vorausgeht. Das Ergebnis ist, daB bei einem Hamo- 
lyseansatz mit Dig jeweils alle diejenigen Zellen hiimolysieren, bei denen 
ein bestimmtes Feld nebeneinander gelegener Cholesterinmolekiile auf 
der Blk-Oberfliche durch Dig véllig besetzt ist. Die GroBe dieses Feldes 
ist abhingig von der Zellkonzentration, z. B. himolysieren bei einer 
Konzentration von 5 - 108 Zellen pro ccm alle diejenigen, bei denen die 
Feldgr6é8e 6 oder mehr ist. Es liegt nahe zu vermuten, da an einer 
solchen Stelle ein Loch in der Erythrozytenmembran entsteht, das 
AnlaB zum Beginn der Himolyse gibt. Bei einer héheren Dig-Konzen- 
tration kénnen, wie auch Jung sagt, natiirlich mehrere Stellen mit der 
Mindestmenge Dig besetzt sein, die Hiimolyse geht dann schneller. Die 
in der Arbeit von Jung gezeigten elektronenoptischen Aufnahmen des 
zeitlichen Ablaufs der Dig-Hiaimolyse zeigen sehr deutlich ihren lokalen 
Beginn und kénnten als Stiitze fiir die Hypothese einer Lochbildung 
herangezogen werden. 


122 G. Ruhenstroth-Bauer, Z. Naturforschg. 5b, 250 [1950]. 
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Diskussion der Ergebnisse 

Aus den beschriebenen Befunden der Literatur und unseren Ver- 
suchen folgt, daB beim Kobertschen Resistenzversuch Haimolyse schon 
eintritt, wenn erst ein geringer Bruchteil der theoretisch méglichen 
Menge Saponin an die Erythrozytenmembran fixiert ist. Nach der 
Hamolyse kann noch mehr Saponin gebunden werden bis zu einem be- 
stimmten Molekiilverhaltnis von Saponin zu Blk-Cholesterin. Dies ist 
der Fall, wenn unter den Bedingungen der Cholesterin-Titration gear- 
beitet wird. Wir haben schon friiher? darauf hingewiesen, daB bei rascher 
Titration mehr Blk verbraucht werden als bei langsamer, und da8B es 
notig ist, nach Zugabe einiger Tropfen BIkA stets etwas zu warten, da- 
mit das Cholesterin der Blk Zeit hat, quantitativ zu reagieren. Darin liegt 
schon die Beobachtung, da8 zum Eintritt der Himolyse keine stéchio- 
metrische Reaktion zwischen Dig und Blk-Cholesterin notwendig ist. 

Die von uns friiher ausgesprochene Vermutung, daB der haimo- 
lytische Index nichts anderes als ein MaB fiir das Verhiiltnis sei, in dem 
ein Saponin mit Cholesterin reagiert, li Bt sich nach dem im vorstehenden 
Dargelegten nicht mehr halten. Es erscheint zweifelhaft, ob bei den 
komplexen Verhaltnissen des Kobertschen Resistenzversuchs der 
haimolytische Index itiberhaupt brauchbar ist zur quantitativen Be- 
stimmung von Sapenindrogen, wie sie heute noch allgemein iiblich ist. 
Die Blk-Titration von Saponinlésungen, die zweifellos genaue Ergeb- 
nisse liefern wiirde, scheitert, wie wir beim Saponin pur. albiss.-Merck 
gesehen haben, im allgemeinen an der zu geringen Reaktionsgeschwindig- 
keit. Somit bleibt die Ausarbeitung einer exakten, allgemeinen Saponin- 
bestimmungsmethode noch eine wichtige Aufgabe, die sich vielleicht 
durch geeignete Modifikation der Blk-Titration lésen laBt. Bis dahin 
sollte die Bestimmung des hiimolytischen Index nur unter genau de- 
finierten und standardisierten Bedingungen durchgefiihrt werden. 

Die einzelnen Saponine unterscheiden sich auBerordentlich stark 
in ihrer Reaktionsgeschwindigkeit mit den Blk; Dig reagiert am schnell- 
sten und ist daher fiir die Blk-Titration am besten geeignet. Saponin 
pur. albiss.-Merck, RoBkastaniensaponin, Guajaksaponin reagieren sehr 
langsam, wihrend Kornradesaponin schneller zur Hamolyse fihrt?. 
Auch die Titration von Natriumoleatlésungen und von Serum gegen 
Blk immunisierter Tiere verliuft nach unverédffentlichten Beobach- 
tungen des einen von uns auBerordentlich langsam. 

Die Verschiedenheit der Rywosch-Reihen voneinander méchten 
wir nach dem in dieser Arbeit Dargelegten im wesentlichen als durch 
zwei Faktoren verursacht sehen: 1. durch die grofen Unterschiede in der 
Reaktionsgeschwindigkeit der verschiedenen Blk-Arten mit den ein- 
zelnen Saponinen, 2. in der Nichtberiicksichtigung der Erytrozytenzahl 
in den von Kofler benutzten Blk-Aufschwemmungen. Zu dem gleichen 
Ergebnis kommt Jung in einer zweiten Mitteilung iiber Saponinhaimo- 
lyse!8*, in der auch quantitative Angaben iiber die Reaktionsgeschwin- 
digkeit verschiedener Blk-Arten enthalten sind. 








*) 
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Unsere oben geiuBerte Vorstellung einer Lochbildung in der Mem- 
bran ist nicht die einzige Méglichkeit einer Deutung des Himolyse- 
mechanismus. Es kénnten auch Denaturierungsvorginge nach der Bin- 
dung des Dig eine Rolle spielen. Wir haben bereits friiher! auf den auf- 
fallenden Befund hingewiesen, da osmotisch himolysierte Blk-Reste, 
die noch nicht himoglobinfrei sind, bei nachtraglicher Behandlung mit 
Dig sofort alles Himoglobin abgeben und véllig farblos werden. Dabei 
wird das StromaeiweiB unldslicher als vorher. Experimentell kénnte 
man die Frage, ob eine Lochbildung eintritt oder nicht, dadurch an- 
greifen, daB man untersuchen wiirde, wo sich das Dig nach der Hiimo- 
lyse befindet, ob es als Cholesterindigitonid von den Blk abgelést ist, 
oder ob es in den Stromata noch fixiert ist. 


Schlu8folgerungen 


Die Ergebnisse der Literatur und unsere eigenen Versuche iiber 
Saponinhimolyse lassen sich nunmehr ohne Widerspriiche unter folgen- 
den, einheitlichen Gesichtspunkten zusammenfassen : 

1. Der Angriffspunkt fiir die Saponinhimolyse ist das Cholesterin 
der Blutkérperchenmembran. 

2. Zum Eintritt der Himolyse muB eine bestimmte Mindestmenge 
Saponin an die Membran gebunden werden. Diese ist viel geringer, als 
maximal aufgenommen werden kann. 

3. Nach der Hiimolyse kénnen die Stromata je nach den Versuchs- 
bedingungen noch solange Saponin binden, bis ein bestimmtes Mole- 
kularverhiltnis erreicht ist; beim Digitonin betrigt es 1 Mol. Digitonin 
zu 1 Mol. Blk-Cholesterin. 

4. Die Veranderungen, die die Blutkérperchenmembran unter dem 
EinfluB des Saponins erleidet, und die zur Himolyse fiihren, bestehen 
mdéglicherweise in einer Lochbildung oder in Denaturierungsvorgangen. 

5. Nach der Himolyse sind die Stromata noch zusammenhingend 
erhalten und lassen sich elektronenoptisch abbilden. 

6. Die Himolysegeschwindigkeit ist fiir die einzelnen Saponine 
auBerordentlich verschieden. 

7. Auch in der Reaktionsgeschwindigkeit mit dem gleichen Saponin 
unterscheiden sich die Blutkérperchenarten sehr stark. 

8. Die Unterschiede in der Verteilung des Saponins auf die Blut- 
kérperchen im Resistenzversuch und bei der Blutkérperchentitration be- 
ruhen auf der vollig verschiedenartigen Versuchsanordnung. 

9. Die von Kofler beobachteten Abweichungen der Rywosch- 
Reihen voneinander finden ihre Erklirung in der wechselnden Reak- 


13 F, Jung, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
210, 328 [1950]. 

* Wir danken Hrn. Jung fiir eine Einsichtnahme in die Korrektur 
dieser Arbeit, die er uns freundlicherweise erméglichte. 
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tionsgeschwindigkeit der einzelnen Saponine und in der Nichtberiick- 
sichtigung der Erythrozytenzahl bei den Versuchsansitzen. 

10. Der hamolytische Index ist kein exaktes Ma8 fiir die Wirkungs- 
stiirke eines Saponins und ist nur unter genauester Einhaltung standar- 
disierter Bedingungen zur Bestimmung von Saponinen brauchbar. 


Uber Synergisten von Mitosegiften 
Il. Mitteilung 
Bulbocapnin, Colchicin, N-Methyl-colchicamid und ihre Kombinationen 


Von 
Hans Lettré, Renate Lettré und Charlotte Pflanz 
Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Sept. 1950) 


In einer kurzen Mitteilung! haben wir iiber die Beobachtung be- 
richtet, daB Bulbocapnin als Zusatz zu Colchicin in der Gewebekultur 
eine Verstarkung seiner mitosehemmenden Wirkung bedingt. Wir waren 
zu der Priifung dieser Substanz durch ihre katatonieerzeugende (kata- 
lepsieerzeugende) Wirkung gekommen, die bei der Diskussion der 
Analogie zwischen dem Chemismus der Muskelkontraktion und dem 
der Zellteilung*? von Interesse erschien. Inzwischen haben wir ge- 
funden, daB eine Reihe von Stoffen, die selbst keine Mitosegifte sind, 
die Fahigkeit haben, die Wirkung des Colchicins in der Gewebekultur 
zu verstirken, ohne da bisher in allen Fallen eine Erklarung hierfiir 
gegeben werden kann. Dieser Effekt kann nicht mit dem verschwommenen 
Begriff einer ,,unspezifischen Schadigung‘‘ der Zelle erklart werden, 
da, wie vorweggenommen sei, chemisch ganz nahe verwandte Stoffe 
Unterschiede bei der Kombination mit Mitosegiften zeigen. Es erscheint 
uns daher notwendig, zunichst eine groBere Zahl von Stoffen nicht 
nur wie bisher zu priifen, ob sie Mitosegifte sind oder nicht, sondern 
auch daraufhin, ob sie die Wirkung anderer Mitosegifte verstarken 
oder nicht. Erst die Ergebnisse mit einer gré8eren Anzahl von Stoffen 
kénnen die Grundlagen fiir die Deutung des Wirkungsmechanismus 
liefern. 


Unsere Versuche wurden an in der Gewebekultur geziichteten periostalen 
Fibroblasten durchgefiihrt, die gegeniiber den friiher von uns verwendeten Herz- 
fibroblasten Vorteile in der Ziichtung zeigen. Wir halbierten eine 48 Stdn. alte 
Gewebekultur; die eine Halfte diente als Kontrolle in einem Medium, das aus 
1 Tl. Hihnerplasma, 1 Tl. Embryonalextrakt und 1 Tl. Ringerlésung bestand, 





i J. Mitt.: H. Lettré, R. Lettré u. Ch. Pflanz, Naturwiss. 37, 378 [1950]. 
2 J. Brachet, Embryologie Chimique. Paris 1947. 
%’ H. Lettré, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 46, 379 [1950]. 











Bd. 286 (1950) Uber Synergisten von Mitosegiften 139 


die andere Hiaifte wurde in ein Medium explantiert, das aus 1 T]. Hiihnerplasma, 
1 Tl. Embryonalextrakt und aus 1 Tl. der zu priifenden Substanz in Ringerlésung 
bestand. Die angegebenen Konzentrationen sind die Endkonzentrationen. Nach 
24-stdg. Bebriitung bei 37° wurden die Kulturen nach der Triazidmethode von 
Ehrlich-Biondi gefarbt‘, welche eine Darstellung der Spindelfasern gestattet. 
Obschon diese Farbung an anderen Objekten sehr gute Ergebnisse liefert, konnte 
im Lichtmikroskop bei den Fibroblasten die Spindel nur sehr schwer erkannt 
werden, vermutlich durch die starke Uberfarbung des Kulturmediums. Im Phasen- 
kontrastmikroskop hingegen war eine sehr gute Beobachtung der Spindel méglich 
und auch die Schadigung unter der Wirkung des Colchicins gut zu erkennen. 
Zur Bestimmung der Prozentzahl der arretierten Mitosen wurden in jedem Praparat 
500 Zellen ausgezihlt. 


Die Wirkung der einzelnen Stoffe 


Bulbocapnin. Bulbocapnin ist ein Aporphinalkaloid (Formel I). 
Als solches ahnelt es dem Colchicin in seinem Molekiil, wenn wir die 
Formel IT nach Windaus zugrundelegen (iiber die noch offenen Fragen 
der Konstitution des Colchicins s. Lettré). 


H, 
CH, H N.CH, C 
| F ‘ "S CH, 
C CH, H;CO- ” y en - 
| 
; CH, y 
H,CO A a #%, « H,¢ oO a ' J CH, 
wa Ke * yy 
OH H,CO | 
CO 
a 
4 
Og x 
CH,—0O \ 
' HC-R 
I. Bulbocapnin. Il. R = — OCH. Colchicin. 
Ill. R= —NH-CH,. N-Methyl- 


colchicamid. 


- Als Abkémmling des Stilbylamins sollte dieser Stoff daher auch 
als Mitosegift in Betracht kommen. Dies ist jedoch nicht der Fall. Bis 
zu einer Dosis von 80 y/cem verandert Bulbocapnin die Zahl der arre- 
tierten Mitosen nicht gegeniiber unbehandelten Kulturen (s. Tab. 1). 
Erst in héheren Dosen kommt es zu einer Zellschidigung und dadurch 
zu einer Wachstumshemmung. 

Colchicin. Dieses so oft bearbeitete Mitosegift haben wir, um 
einen Vergleich bei der Kombination zu haben, erneut auf die quanti- 
tative Abhingigkeit der Wirkung untersucht. Verwendet wurde ein aus 


5 H. Lettré, Angew. Chem. 59, 218 [1948]. 
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Tab. 1. Ubersicht tiber die Einzelwirkung der gepriiften Stoffe auf die Zellteilung. 
Spindelzustand: es bedeutet + keine Schadigung; (+) teilweise Schadigung; 
— nicht erkennbar. 




















Zugesetzter Stoff Dosis in y/ccm sey Spindelzustand 
keiner 0 0,7—4,0 4 
Mittel 1,9 + 0,86 
(aus 50 Werten) 
Bulbocapnin 80 23 + 
40 1,8 - 
20 2,2 + 
10 1,5 |. 
Colchicin 0,005 1,5 + 
0,0055 ery -- 
0,0066 27 ae 
0,008 3,5 
0,01 5,5 (+) y 
0,016 16,0 = 
0,02 27,0 — 
0,04 54.6 _ 
N-Methyl- h 
colchicamid 0,001 2,6 o k 
: 0,002 3,9 +. I 
0,004 10,0 - ; 
0,008 40,6 _ d 
0,01 54 —_- e 
n 


Essigester kristallisiertes Priparat (nach Clewer®). Es ist darauf hin- 
zuweisen, da die Handelspraparate von Colchicin sehr wechselnde 
Reinheit haben. Weiterhin verandern Colchicinlésungen bei langerer - 
Aufbewahrung auch im Dunkeln ihre Wirksamkeit. Quantitative Aus- . 
sagen sollten nur mit frisch hergestellten Loésungen gemacht werden. fr 
Mit Dosen unter 0,008 y/cem iiberschreitet die Zahl der Mitosen die- i 
. ° . . . r . : ( 
jenigen nur leicht, die auch bei unbehandelten Kulturen zu finden sind. I 
Mit 0,008 y/cem ist die Zahl der Mitosen geringfiigig vermehrt; in den 


Zellen im Metaphasenstadium ist die Spindel noch véllig intakt. Mit M 
0,01 y/cem steigt die Zahi der Mitosen weiter an; die Spindel ist zumeist y 
noch intakt, in einigen Fallen erkennt man schon Schadigungen. Bis zu 0 
diesen Dosen besteht die Wirkung nur in einer Verlangsamung der S 
Teilung. Mit 0,016 y/cem werden schon um 15% aller Zellen, mit A 
0,02 y/cem 25—30% in der Metaphase arretiert. Die Spindel ist nicht V 
mehr zu erkennen. Diese Werte beziehen sich auf den Zeitpunkt 24 Stdn. pi 
nach der Explantation; sie erhéhen sich, wenn man lingere Zeit ab- . 
wartet, da dann noch eine weitere Zahl von Zellen in das Mitosestadium ‘ 
eintritt. Insgesamt ist in diesem Dosisbereich eine nicht lineare Ab- 
hangigkeit vorhanden (vgl. Kurve I in Abb., Tab. 1). Schwankungen 
der Einzelwerte sind wohl in erster Linie durch das individuelle Ver- {l 
6 H.W. B.Clewer, S.J.Green u. F.Tutin, J. chem. Soc. [London] r 


107, 839 [1917]. 
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Abb. Prozentzah] der Mitosen in Abhangigkeit von der Konzentration (y/ccm), 
Kurve I fiir Colchicin, Kurve II fiir N-Methyl-colchicamid. 


halten der Gewebekulturen mit ihrer wechselnden Wachstumsintensitiat 
bedingt. Erst in zweiter Linie spielen die technischen Fehler in der 
Dosierung und der Inkonstanz der Colchicinlésung eine Rolle. Es ist 
daher zweckmaBig, den Vergleich der Kombinationseffekte nicht mit 
einer zu einer anderen Zeit festgelegten Wirkungskurve, sondern jeweils 
mit gleichzeitig durchgefitihrten Kontrollversuchen anzustellen. 


N-Methyl-colchicamid. Diese Substanz (III) wurde von mir 
neben einer Reihe von Homologen durch Umsetzung von Colchicin 
mit Methylamin dargestellt’; sie besitzt eine stairkere Wirkung als 
Colchicin§. Auch am Mause-Ascites-Tumor zeigt sie sowohl in dem 
Testverfahren durch den Gewichtsversuch® als auch in der morpho- 
logischen Austestung!® eine starkere Wirkung. Dieses interessante 
Derivat des Colchicins haben wir daher auch in den Kombinations- 
versuchen verwendet. So ergab sich zugleich die Notwendigkeit seine 
Wirkung-Dosis-Kurve (Abb. 1, Kurve II) zu bestimmen, aus der die 
Wirkungssteigerung gegeniiber Colchicin klar zu erkennen ist. Bis zu 
0,002 y/cem ist nur geringfiigige Steigerung der Mitosenzahl und keine 
Spindelschadigung zu erkennen. Mit 0,0004/cem haben wir schon 
Arretierung der Teilung und Spindelschidigung, mit 0,008 y/ccm starke 
Mitosearretierungen um 40% (s. Tab. 1). Es spricht sehr fiir die Zu- 
verlassigkeit unserer sonstigen Testmethode der Beurteilung an den 
lebenden Zellen, daB auch hier sich die Steigerung der Wirksamkeit 


7 H. Lettré, Angew. Chem. 55, 165 [1942]. 

8 H. Lettré, Naturwiss. 38, 75 [1946]; Fiat Review, Biochemie II, S. 167 
[1947]. 

9 H. Lettré, Z. Krebsforschg. 57, 1 [1950]. 

10H. Lettré, R. Krapp u. M. Ochsenschlager, Z. Krebsforschg. 57, 172 
[1950]. 
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auf das 3- bis 4-fache bestimmen laBt. Nach der Beurteilung am lebenden 
Praparat hatten wir 0,01 y/ecm fiir Colchicin und 0,0025 y/eem fiir 
N-Methyl-colchicamid als untere Wirkungsdosis gefunden. 


Kombinationen 


Bulbocapnin und Colchicin. Gibt man Bulbocapnin zusam- 
men mit Colchicin zu dem Medium der Gewebekultur, so erhélt man 
eine starke Vermehrung der Zahl der arretierten Mitosen (Tab. 2). Die 
geringste Menge an Bulbocapnin, die hierfiir notwendig ist, betragt 


Tab. 2. Wirkung von Colchicin, kombiniert mit Bulbocapnin. 

















mentate Dosis in y/eem Prozentzahl pnionnend 
Colchicin Bulbocapnin der Mitosen 

0,005 8 1,1 - 
0,0055 8 7 + 
0,0066 8 2,3 at 
0,008 8 24,4 —_— 
0,008 4 19,3 Se 
0,008 2 3,4 (+) + 
0,008 1 3,2 4+ 
0,008 0 3,5 + 
0,01 4 24,4 -- 
0,01 5 23,8 — 
0,01 10 25,2 _- 
0,01 20 56 hee 
0,02 8 46,6 — 
0,02 10 71 — 
0,02 20 84,4 = 
0,02 40 78,3 = 





bei 0,008 y/cem Colchicin mehr als 2, d.h. das 250-fache. Die Mol- 
gewichte von Bulbocapnin (325) und Colchicin (399) sind nicht sehr 
verschieden, so daB auch das molare Verhiltnis in der gleichen GroBen- 
ordnung liegt. Die Verstirkung der Mitosehemmung erhdht sich mit 
steigender Bulbocapnindosis, doch fiihrt eine Erhéhung der Dosis tiber 
20 y nicht mehr zu einer weiteren Verstirkung. 

Bei der Verwendung von Colchicindosen von 0,008 y/eem ist die 
Spindel in den meisten Zellen noch ungeschidigt zu erkennen. Bei der 
Kombination dieser Dosis mit Bulbocapnin ist auSer dem Anstieg der 
Mitosenzahl auch noch die weitgehende Schidigung der Spindel zu 
beobachten. In dieser Beziehung entspricht also die Bulbocapnin- 
wirkung der des Colchicins. Durch den nichtlinearen Verlauf der Wirkung- 
Dosis-Kurve des Colchicins ist es zu erkliren, daf die Verstarkung nur 
etwa eine Verdoppelung der Colchicinwirkung bedeutet, d. h. man er- 
halt Effekte, die einer doppelten Colchicinmenge entsprechen. 

Man sollte vermuten, das dementsprechend auch eine unwirksame 
Colchicindosis durch Bulbocapninzusatz wirksam gemacht werden 
kénnte. Das ist aber nicht feststellbar. Der Bulbocapnineffekt tritt 





— io eed eee 6 
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erst bei einer Colchicindosis auf, die allein auch schon einen merkbaren 
Effekt zeigt (Tab. 2). Dieser Befund erscheint fiir die Deutung des 
Effektes bemerkenswert: die Bulbocapninwirkung setzt eine Mindest- 
menge an Colchicin voraus. Vielleicht ware es daher richtiger zu sagen, 
daB Colchicin eine latente Bulbocapninwirkung zum Vorschein bringt, 
die an der unbehandelten Zelle nicht erkennbar ist. 

Bulbocapnin und N-Methyl-colchicamid. Es erschien von 
Interesse, ob auch bei dem stirker wirksamen N-Methyl-colchicamid 
der Zusatz von Bulbocapnin gleichartige Effekte bewirke. Das ist in 
vollem Umfange der Fall (Tab. 3); die Zahl der arretierten Mitosen 
erfahrt in gleicher Weise eine Erhéhung. Ebenso ist festzustellen, daB 
unterschwellige Dosen von N-Methyl-colchicamid auch durch Bulbo- 
capnin nicht verstarkt werden. 


Tab. 3. Wirkung von N-Methyl-colchicamid, kombiniert mit Bulbocapnin. 











Zugesetzte Dosis in y/ecm , 

; Prozentzahl sais 
N-Methyl- Bulbocapnin der Mitosen Spindelzustand 
colchicamid 

0,003 20 57,2 — 
0,003 10 51,2 = 
0,003 5 10,0 on te 
0,0015 20 3,3 + 
0,0015 10 3,3 7 
0,0015 5 3,1 4 
0,001 20 2,6 oh 
0,001 10 2,3 oo 
0,001 5 1,9 








Colchicin und N-Methyl-colchicamid. Im Rahmen der 
Versuche, eine Systematik fiir die Effekte bei der Kombination zweier 
Stoffe zu schaffen, erschien es auch niitzlich, die Kombination zweier 
Mitosegifte zu untersuchen. Hierbei sind mehrere Falle zu unterscheiden, 
je nachdem ob die Gifte zum gleichen Typ gehoren oder nicht. Im hier 
untersuchten Fall handelt es sich um Colchicin und ein Derivat des 
Colchicins, die sich quantitativ in ihrer Wirksamkeit unterscheiden, 
von denen man aber gleichartigen Wirkungsmechanismus erwarten 
sollte; die Wirkung miiBte somit eine rein additive sein und keine Ver- 
stirkung stattfinden. Unsere Resultate zeigen in der Tat keine signi- 
ficanten Abweichungen von der Additivitat (s. Tab. 4). Die gefundenen 
Werte sind dabei verglichen mit denen, die einer iquivalenten Menge 
der reinen Komponenten entsprechen. Hierbei ist die Wirksamkeit des 
N-Methyl-colchicamids als 3,5-mal gr68er als die des Colchicins an- 
genommen. 1 Gew.-Tl. N-Methyl-colchicamid ist also gleichwertig mit 
3,5 Gew.-TIn. Colchicin. Hierdurch erkennt man, daB Additivitat vor- 
liegt. Der nichtlineare Verlauf der Wirkung-Dosis-Kurve bewirkt bei der 
Betrachtung der Kombinationen leicht eine Tauschung. Der einzige 
Anhalt fiir eine Verstaérkung in der Kombination liegt darin, daf bei 
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Tab. 4. Vergleich der Einzelwirkung von Mitosegiften mit der Wirkung einer 
Kombination dieser Stoffe. 

















Zugesetzte Dosis in y/ecm Summe ist aéquivalent 
mit y/ecm Prozentzahl | Spindel- 
Colchicin | N-Methyl | Coichicin | N-Mothyl | Gor Mitosen | sustand 
colchicamid colchicamid 

; ee ed ee 1,9 + 
0,02 — 0,02 0,0057 27,0 -- 
0,016 — 0,016 0,0045 16,0 — 
0,01 we 0,01 0,0028 5,5 (+) 
0,008 — 0,008 0,002 3,5 ao 
0,0066 me — 0,0019 2,2 + 
0,005 — 0,005 0,0014 1,5 ao 

_ 0,008 0,028 0,008 40,6 a= 

— 0,004 0,014 0,004 10,0 —— 

— 0,002 0,007 0,002 3,9 — 

~ 0,001 0,0035 0,001 2'6 ra 
0,008 0,001 0,0115 0,0033 7,5 + 
0,008 0,004 0,022 0,0063 37,6 — 
0,01 0,001 0,0135 0,0038 6,4 — 
0,01 0,002 0,017 0,0048 15,6 — 
0,01 0,004 0,024 0,0068 36,5 — 
0,005 -0,002 0,012 0,0034 3.6 (+) 
0,005 0,004 0,019 0,0054 5,5 (4) 
0,02 0,002 0,027 0,0077 40,2 
0,02 6,004 0,034 0,0097 61,4 — 








der Kombination kleiner Dosen eine Spindelschidigung haufiger zu 
beobachten ist als bei den aquivalenten Einzeldosen. 

Wie schon oben ausgefiihrt, erscheint es uns noch nicht an der Zeit, 
spezielle Mechanismen der Wirkungsverstirkung zu diskutieren. Zu- 
nachst wird es notwendig sein, weiteres experimentelles Material iiber 
das Verhalten der Kombinationen von Mitosegiften und von Mitose- 
giften mit zweiten Stoffen zu sammeln. 

Frin. Ursula Héwener danken wir fiir ihre fleiBige Mithilfe bei der Durch- 
fiihrung der Arbeiten. Der Stiftung fiir Krebs- und Scharlachforschung an der 
Universitat Heidelberg sind wir fiir die finanzielle Unterstiitzung zu groBem Dank 
verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. An periostalen Fibroblasten in vitro wird die Wirkung-Dosis- 
Kurve fiir Bulbocapnin, Colchicin und N-Methyl-colchicamid bestimmt. 

2. Die Kombination von Bulbocapnin mit Colchicin bzw. mit 
N-Methyl-colchicamid ergibt eine Verstirkung der Mitosehemmung. 
Die Wirkung des Bulbocapnins setzt eine Mindestdosis der anderen 
Stoffe voraus. 

3. Colchicin und N-Methyl-colchicamid verhalten sich in den 
Mischungen hinsichtlich ihrer Mitosegiftwirkung additiv. 
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Nachweis und Bestimmung der Acetessigsdure im Harn 
Von 
G. Leonhar2i und I, y. Glasenapp 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15, Juli 1950) 


Acetessigsiure ist ein normales Produkt des intermediiren Stoff- 
wechsels und wird vermutlich in der Leber gebildet. Sie entsteht als 
Zwischenprodukt beim oxydativen Abbau der Fettsiuren, teilweise 
direkt, teilweise durch nachfoigende Kondensation zweier Essigsaure- 
molekiile bzw. aus £-oxydativ abgespaltenen C,-Bruchstiicken. Acet- 
essigsiure entsteht ferner aus 6-Oxybuttersiure sowie aus aromatischen 
Verbindungen wie Phenylalanin und Tyrosin. 

Normalerweise wird die Acetessigsiure groBtenteils iiber den Tri- 
carbonsiureeyclus abgebaut und tritt nur in geringen Mengen im Harn 
auf. Im diabetischen Stoffwechsel wird Acetessigsiure vermehrt aus- 
geschieden. 

Die iiblichen Methoden zum quantitativen Nachweis der Acet- 
essigsiure im Harn beruhen auf einer Uberfiihrung der Acetessig- 
siure in Aceton und der Bestimmung des Gesamtacetons. Diese Me- 
thoden erwiesen sich jedoch besonders zur Bestimmung kleinster Acet- 
essigsiuremengen als zu wenig empfindlich. H.v. Pechmann und 
C. Duisberg?! fanden, daB Acetessigsiure bzw. deren Ester in mineral- 
saurer Lésung mit Resorcin unter Bildung von £-Methylumbelliferon 
(= Oxycumarin) reagiert, welches in alkalischer Losung blauviolett 
fluoresziert. Dieses Prinzip verwendeten R.Coquoin und R. Lupu? 
fir einen Nachweis der Acetessigsiure im Harn. Die sehr empfindliche 
und spezifische Reaktion wurde von uns zum quantitativen Nachweis 
der Acetessigsiure dahingehend modifiziert, daB die Intensitat der 
Fluoreszenz im Stufenphotometer gegen einen Chininsulfat-Standard 
gemessen werden kann. 

1. Reagenzien: 

a) Resorcinum purissimum (in Substanz). 


b} Konz. Salzsaure. 
c) Gesattigte Sodalésung. 175 g Natriumcarbonat p. A. werden :n 1000 com 


dest. Wasser gelést und filtriert. 
d) Boratpuffer (pq 10). 7,32 g Borséiure werden mit 100 ccm n-Natrium- 
carbonat versetzt und in einem 1000-cem-MeBkolben bis zur Marke mit 


dest. Wasser aufgefiillt. 


1H. v. Pechmannu.C. Duisberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 16, 2119 [1883]. 
2 R. Coquoin u. R. Lupu, C. r. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 108, 
801 [1932]. 
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e) Chininsulfat-Standardlésung (nach W. Koschara’). 51,5 mg Chinin- 
sulfat werden iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum entwassert und in 
25 cem n/10-Schwefelsiure gelést. Diese Stammlésung ist mehrere 
Wochen haltbar. Zur Herstellung der Chininsulfatstandardlésung 
werden 0,1 ccm der Stammldésung mit n/10-Schwefelsiure im Me8kolben 
auf 100 ccm aufgefiillt. 

2. Darstellung von B-Methylumbelliferon. §-Methylumbelliferon wurde 
nach H. v. Pechmann und C. Duisberg! dargestellt. 57 g Acetessigester (Mol.- 
Gew. 114) und 62 g Resorcin (Mol.-Gew. 124) wurden in 300 ccm konz. Schwefel- 
siure gelést und einige Stunden stehengelassen. Danach wurde die rotgelbe Lésung 
auf Eisstiickchen getropft, wobei sich sofort ein gelblich gefarbter Niederschlag 
bildete. Dieser wurde abgesaugt, in verd. Natronlauge gelést und erneut mit 
iiberschiissiger Salzsiure gefallt, abgesaugt und getrocknet. Ausbeute 178,5 g 
(98°, d. Th.). 

3. Aufstellung einer Eichkurve mit f-Methylumbelliferon (Mol.- 
Gew. 176) fiir Acetessigsiure (Mol.-Gew. 102) bezogen auf den Chinin- 
sulfatstandard. 1,73 mg B-Methylumbelliferon wurden in 1000 ecm dest. Wasser 
gelést. Von dieser Lésung wurden je 1—10 ccm, entspr. einer Konzentration von 
i—10y, in 100 ccm fassende MeBkélbchen einpipettiert und bis zur Marke mit 
Boratpuffer aufgefiillt (pq 10). Die Intensitat der Fluoreszenz wurde im Stufen- 
photometer unter Vorschalten eines Euphosfilters gemessen; als Lichtquelle diente 

eine Quarzlampe. Die beiden Gesichts- 



































700 Ai felder des Stufenphotometers wurden zu- 
90}- nachst auf gleiche Helligkeit eingestellt. 
80 : Bei der Messung wurden 10-mm-Kiivetten 

j benutzt, wovon die eine die Chininsulfat- 

e MF Standardlésung und die andere die zu 
S 60 messende Lésung enthielt. Die Blende auf 
= 50+ der Seite der zu messenden Lésung wurde 
z maximal gedffnet, indem die Trommel 
= 4 auf 100 eingestellt wurde. Die starkere 
A 30+ Fluoreszenz der Chininsulfatlésung wurde 
20 durch Drehen der entsprechenden Trom- 

Y mel so lange abgeblendet, bis wieder 

70r gleiche Helligkeit entstand. Die abge- 

; Z 5 7 $ 5 7 7 9 Dy lesenen Werte geben an, um wieviel Pro- 





zent die unbekannte Loésung schwacher 

Abb. 1. Eichkurve fiir Acetessigsiure fluoresziert als die Chininsulfat-Standard- 

(10-mm-Kiivette). lésung. Werden die abgelesenen Werte 

gegen die entsprechenden Acetessigsiure- 

mengen aufgetragen, so erhalt man eine Eichkurve, die linear verliuft und durch 
den Nullpunkt geht (Abb. 1). 

4, Aufstellung einer Eichkurve mit Acetessigsiureaithylester fiir 
Acetessigsaure bezogen auf den Chininsulfat- Standard. 1,15 ccm Acet- 
essigester wurden in 1000 ccm dest. Wasser gelist. Davon wurde 1 ccm entnommen 
und erneut mit dest. Wasser auf 1000 ccm verdiinnt. 10 ccm dieser Lésung, entspr. 
einer Konzentration von 10 y Acetessigsiure, wurden in ein 50 ccm fassendes MeB- 
kélbchen iibergefiihrt und mit 0,1 g Resorcin und 20 ccm konz. Salzsaure versetzt. 
Das Kélbchen wurde verschlossen, mindestens 12 Stdn. im Dunkeln aufbewahrt 
und danach mit einer gesaittigten Natriumcarbonatlésung bis zur Marke aufgefiillt. 
5—50 ccm dieser Lésung, entspr. einer Konzentration von 1—10 y Acetessigsaure, 
wurden in 100 ccm fassende MeBkolbchen pipettiert und mit Boratpuffer bis zur 
Marke aufgefiillt. Die Intensitat der Fluoreszenz dieser Lésungen wurde in der 
oben angegebenen Weise fluorimetrisch gemessen. Die abgelesenen Werte stimmten 
mit denen aus f-Methylumbelliferon iiberein (Abb. 1). 


3 W. Koschara, S. v. d. Seipenu. P. A. Aldred, diese Z. 262, 158 [1939/40]. 
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5. Bestimmung der Acetessigsiure im Harn. 1ccm des zu unter- 
suchenden Harns wird in einem 100ccm fassenden MeBkélbchen mit 0,1 g Resorcin 
und 2ccm konz. Salzsiure versetzt. Da der Harn eine geringe Eigenfluoreszenz 
besitzt, muB gleichzeitig eine Leerbestimmung ohne Resorcinzusatz durchgefiihrt 
werden. Dazu wird in einem zweiten 100-ccm-MeBkélbchen 1 ccm des gleichen 
Harns mit 2 ccm konz. Salzsiure versetzt. Beide Proben werden gut verschlossen, 
12 Stdn. im Dunkeln aufbewahrt, danach mit gesattigter Natriumcarbonatlésung 
neutralisiert und mit Boratpuffer bis zur Marke aufgefiillt. Die Fluoreszenz der 
beiden Lésungen wird, wie oben angegeben, gegen den Chininsulfat-Standard im 
Stufenphotometer gemessen. Aus der Differenz der abgelesenen Werte wird 
die Menge Acetessigsiiure in 1 ccm Harn ermittelt. Dieser Wert mu8 auf die 
24-Stdn.-Harnmenge umgerechnet werden. Fluoresziert die unbekannte Harn- 
lésung stairker als die Chininsulfat-Standardlésung, so ist der Harn vorher ent- 
sprechend zu verdiinnen. 

6. Zusatzanalysen. Dem Harn zugesetzte Acetessigsiure konnte mit dieser 
Methode mit ausreichender Genauigkeit wiedergefunden werden: 








Harn Zugesetzte Wiedergefundene 
Acetessigsiure Acetessigsiure Acetessigsiure 
‘id e if 
8,1 ] 9,35 
3,4 I 4,35 
4,8 3 7,55 
3,5 5 8,57 








7. Ausscheidung von Acetessigsiure im Harn (Abb. 2). Eine gesunde 
Versuchsperson schied taglich im Harn zwischen 1 und 4 mg Acetessigsiure aus. 
Bei einem Diabetiker (Harnzucker 0,5 g, Blutzucker 180 mg®,) lagen die 24-Stdn.- 
Werte deutlich héher und schwankten etwa zwischen 6 und 10 mg. Die iibliche 
qualitative Probe auf Acetessigsiure nach Gerhardt war in diesem Falle negativ. 
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Abb. 2. Ausscheidung von Acetessigsiure im Harn. ----- Diabetiker, 


gesunde Versuchsperson. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Acet- 
essigsdure im Harn beschrieben, die auf der Umbelliferonprobe beruht. 
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Seifenhémolyse und Fettsdurekonstitution 
Von 
F, L, Breuseh und H. Bodur 
Aus dem II. Chemischen Institut der Universitat Istanbul 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1950) 


Lisungen von Seifen, fettsauren Salzen, himolysieren in groBer Verdiinnung 
rote Blutkérperchen. 

Die minimale Grenzkonzentration normaler Seifen, bei der noch Hamolyse 
eintritt, sinkt mit steigender C-Zahl der Fettsiure’ *. Sie erreicht bei Myristinsiure 
(C,,) ihr Minimum, um wegen der abnehmenden echten Léslichkeit der fettsauren 
Alkalisalze iiber Palmitinsaure (C,,) und Stearinsiure (C,.) wieder zuzunehmen®. 
Einfiihrung von Doppelbindungen steigert die hamolytische Kapazitat (senkt die 
hamolytische Grenzkonzentration?:4:5»* 7). Durch Oxydation ungesattigter Fett- 
siuren sinkt ihre hamolytische Kapazitit; Oxyfettsiuren sind weniger wirk- 
sam als normale?, Auch bei Paraffinalkoholen, soweit sie in Wasser noch 
etwas léslich sind, steigt die himolytische Fahigkeit vom Propyl- zum Nonyl- 
alkohol; die logarithmischen Werte der himolytischen Grenzkonzentration (bis 
C,) bilden eine Gerade*. Besonders niedrige haimolytische Grezkonzentrationen 
zeigen die Natriumsalze der Monoalkyl-schwefelsiure-ester der Paraffinalkohole, 
die Alkylsulfate. Ihr Minimum liegt wie bei den Seifen bei C,,*. Die Grenzkonzen- 
tration ist 1/60000 und reicht nicht mehr zur Bildung einer monomolekularen 
Schicht auf der Oberflache der Blutkérperchen. Saponine® und Gallensauren '” 
zeigen ebenfalls hamolytische Eigenschaften, wenn auch in héherer Konzentration. 
Auch Invertseifen, wie Trimethyl-ammonium-phenol-dodecyl-ather zeigen starke 
himolytische Wirkung"»"*, Kine stark hamolytische Fettsiure wurde aus Blut 
angereichert !2. Sie ist nach der Isolierung identisch mit cis-Vaccensiure, cis-A 1)» *2- 
Octadecensaure #4, 

Die hamolytische Kapazitét der Seifen geht nicht mit ihrer Oberflachen- 
spannung parallel'. Zwischen der Wirksamkeit von Natriumoleat und einer feinen 
kolloidalen Olsiuresuspension in H,O besteht kein wesentlicher Unterschied®; 
vielleicht deswegen, weil die geringen Mengen von Salzen in der Membran geniigen, 
um am Wirkungsort Spuren hochwirksamen Natriumoleats zu bilden. Gegenwart 
von Proteinen (Plasma), Lecithinen und kolloidalem Cholesterin hindern die Fett- 
saurehaimolyse durch Bildung von Additionsverbindungen mit den Seifen®. Hamo- 
lyseversuche miissen deshalb mit gewaschenen, plasmafrei gemachten Blut- 
kérperchen ausgefiihrt werden. 


1H. O. Hettche, Immunititsforschg. exp. Therapie $3, 506 [1935]. 

2 M. Bodansky, J. exp. Biology 10, 59 [1933]. 

3 D. G. Dervichian, Ann. Inst. Pasteur 77, 193 [1949]. 

‘ J. Belehradek, Arch. intern. Physiol. 35, 238 [1932]. 

> F. 8. Okolowu. L. A. Arutjunjan, Woprossy Pitanija 4, No. 1, 109 [1935]; 
(hem. Zbl. 1986, 2, 4063. 

6 A, Medveczky u. L. Votin, Biochem. Z. 284, 244 [1936]. 

7 R. Cavier, Bull. Soc. Chim. biol. 19, 1663 [1937]. 

* EK. Ponder u. Ch. Hyman, Proc. Soc. exp. Biol Med. 42, 320: [1939]. 

» E. Ponder, J. exp. Biology 16, 38 [1939]; J. gen. Physiol. 30, 15 [1946]. 

10 H. Wieland, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 
86, 79 [1920]. 

11 R. Kuhn u. D. Jerchel, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 1100 [1940]. 

12 OQ, Rahn u. W. P. van Eseltine, Ann. Rev. Microbiol. 1, 173 [1947]. 

12H. Laser u. E. Friedmann, Nature [London] 156, 507 [1945]. 

12a 7, D. Morton, A. R. Todd u. H. Laser, Abstr. Intern. Congress of 
Biochem. Cambridge 1949, 8. 239. 


























Seifenhimolyse und Fettsiurekonstitution 149 





Bd. 286 (1950) 





Die Seifenbimolyse ist von zahlreichen experimentellen Faktoren ab- 
hangig, die besonders von Dervichian und Mitarbeitern*,}* untersucht wurden. 
Die Hamolyse hat bei Na-Laurinat den hohen Temperaturkoeffizienten von 5 pro 
10°. Sie hangt auch von der Blutkérperchenkonzentration ab. Die Konzentration 
der zur Hamolyse nétigen Seife steigt langsamer als die Erythrocytenkonzen- 
tration, geht ihr also nicht parallel. Auch das py ist von erheblichem EinfluB. 
Wabhrscheinlich spielt bei pq-Anderungen die Strukturanderung der Geriistproteine 
der Erythrocytenmembran eine gréBere Rolle als die Seifenhimolyse. Die Hamo- 
lyse hangt, wie das bei der Beteiligung von Proteinen zu erwarten ist, von an- 
wesenden Ionen, von K*+-, Na*- und Phosphat-Ionen ab. Bei Himolyse durch héhere 
Seifen spielt auch das Alter der Seifenlésung eine Rolle, da frische Seifenlésungen 
mehr echt geléste Seife enthalten als alte, in denen der gréBere Teil in Form von 
hochmolekularen Assoziationsmolekiilen vorliegt, was man an einer steigenden 
Triibung alternder Seifenlésungen erkennt!*. 


In dieser Arbeit sollte der EinfluB der Seifen homologer Reihen 
chemisch variierter Fettsiuren auf die Hiaimolyse festgestellt werden. 
Aus der groBen Zahl variierbarer Faktoren, die die Himolyse beein- 
flussen, wurden Standardbedingungen ausgewahlt, die im folgenden 
beschrieben sind. Nur die Fettsiiure wurde variiert. 


Beschreibung der Versuche 


Als hamolytische Grenzkonzentration bezeichnen wir die Fettsiurekonzen- 
tration, die als Seife nach 2 Stdn., bei 38° und pq 7,5 gerade noch sichtbare 
partielle Himolyse, Rotfarbung der iiber den roten Blutkérperchen stehenden iso- 
tonischen Fliissigkeit ergibt. Die Konzentration der totalen Haimolyse liegt meist 
bei einer um den Faktor 1,5 héheren Konzentration der Seife; sie ist in dieser Ar- 
beit nicht besonders vermerkt. Jn allen Versuchsserien wurde als Standard-Titer 
und Kontrolle eine Serie mit Natriumlaurinat mitlaufen gelassen. Die Grenz- 
konzentration dieser Kontrolle lag unter unseren Bedingungen immer bei einer 
Verdiinnung von 1/8500. Dieser Wert stimmt mit den Werten von Dervichian 
fiir Pferde-Erythrocyten unter seinen Bedingungen von 0,83 x 10-%-m. = 0,166 g/t, 
Grenzkonzentration von 1/6000, gut iiberein. 

Es wurden Tauben-Blutkérperchen verwendet, die stets frisch durch 
Halsschnitt gewonnen wurden. Das Blut wurde in 3,5-proz. neutraler Natrium- 
citratlésung aufgefangen, zweimal mit isotonischer Natriumcitratlésung und drei- 
mal mit 0,9-proz. NaCl-Lésung gewaschen. Von den zuletzt durch 10 Min. langes 
Zentrifugieren bei 3000 Touren (bei 4—10°) abgetrennten Blutkérperchen wurde 
I1ccm mit 99ccm folgender Lésung gemischt: 90 Vol. 0,9-proz. NaCl-Lésung 
+ 3 Vol. KH,PO, (9,08 g/l) + 7 Vol. Na,HPO, (11,87 g/l). Diese 1-proz. Suspension 
zeigte bei 38° nach 12 Stdn. keine Eigenhamolyse. Die Seifenhamolyse ist unter 
den gewahlten Bedingungen nach 2 Stdn. zu Ende; nochmalige Ablesung nach 
10 Stdn. zeigte keine Vermehrung, was mit den Zeit-Himolyse-Kurven von Der- 
vichian tibereinstimmt. 

Je 10—20 mg Fettsaéure (genau gewogen) wurden in kleinen Schilchen in 
2 ccm Athanol gelést und mit 0,1-proz. NaOH und Phenolphthalein neutralisiert. 
Auf dem Wasserbad, bei Oxysiuren im LExsiccator bei Zimmertemperatur, 
wurde zur Trockene eingedampft, der Riickstand in 1 cem H,0, evtl. durch kurzes 
Erwarmen am Wasserbad gelést und 1 ccm einer doppelt isotonischen NaCl-Lésung 
(1,8-proz.) zugegeben. Die vorherige Lésung in H,O mit nachheriger Isotonisierung 
ist notig, da sich viele hohere Seifen in isotonischer NaCl-Lésung selbst in der Wirme 
nur schwer lésen. 


13D. G. Dervichian u. C.Magnant, Amn. Inst. Pasteur 78, 841 [1947]. 
™ Stauff, Z. physik. Chem., Abt. A 188, 55 [1938]; Hess, Philipoff u. 
Kiessig, Kolloid-Z. 88, 40 [1939]. 
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Je 1 ccm der Blutkérperchen-Suspension wurde in 8 Réhrchen mit je 1 ccm 
der durch 0,9-proz. NaCl-Lésung steigend verdiinnten Seifenlésungen gemischt 
und bei 38° 2 Stdn. bebriitet. Die Blutkérperchen-Suspension war so 0,5-prozen- 
tig. Alle 30 Min. wurde geschiittelt. 

Die Abstufung der Seifenkonzentratration war so, da je’ nach Léslichkeit 
von einer Verdiinnung von 1/250 bis 1/100000 8 Stufen untersucht wurden. Wenn 
in dieser rohen Abstufung die ungefahre Grenzkonzentration festlag, wurde in 
neuen Versuchen kurz ober- und unterhalb dieser Konzentration feiner abgestuft. 
So lieB sich mit einer von Taube zu Taube reproduzierbaren Genauigkeit von 
+ — 5% die Grenzkonzentration festlegen. 

Die ‘Ergebnisse zeigt Tab. 1. Es sind immer Fettsiuren der gleichen Grund- 
kettenlinge zusammengefaBt; ohne Riicksicht darauf, ob ihre Gesamt-C-Zahl 
durch angefiigte Alkyl-Seitenketten gréBer ist. Diese Gesamt-C-Zahl ist vor jeder 
Fettsiure angegeben. 


Tab. 1. Hamolytische Grenzkonzentration der untersuchten Fettsiuren 
(Bei der Substituentenzéhlung ist die Carboxylgruppe als 1 gezahlt.) 


























a Konzen- 
8 Verdiinnung | _ tration 
S in % 
Sauren der Kettenlainge C, 
8 Caprylsiure > ..... Lee C,H,,0, 1/200 0,5 
8 2-Oxy-caprylsiure ....... C,H,,.0, 1/200 0,5 
10 3-Oxy-2.3-dimethyl-caprylsiure . C19 HO 1/135 0,75 
Sauren der Kettenlange C, 
9 Nonansfiure. ..... Bbsyoatis C,H,,0, 1/330 0,3 
9 A*.%-Nonensiure. . . eas C,H, ,0. 1/500 0,2 
9 Nonyl- schwefelsaure- ester . jae ce \H,,080, H! 1/500 0,2 
9 2.3- Dioxy- nonansiure. ..... Corte 1/250 0,4 
9 4-Keto-nonanséure. . . be AP H,,0; 1/600 0,18 
10 3-Oxy-2-methy]l- nonansiure . . . CoH G, 1/5000 0,02 
14 2-Butyl-3-methyl-nonansaure . . Crates0s 1/8500 0,012 
15 2-Isopenty]-3-methyl-nonansaure C,;H,;,0, 1/25000 0,004 
17 2-n. Heptyl-3-methyl-nonansaure . C,,H;,0. 1/50000 0,002 
18 2-Isooctyl-3-methyl-nonansaure . C,,H3.0, 1/50000 0,002 
Sauren der Kettenlainge C,, 
10 Caprinsiure. ..... phe) ss CoH 992 1/1350 0,075 
10 A*’-Decensiure ........ C1 9H,,0. 1/1630 0,06 
10 Decyl-schwefelsiure- ester... . |C oH, 080, H| 1/3500 0,029 
10 2-Oxy-caprinsiure ...... . C1 9H.,0; 1/500 0,2 
10 3-Oxy-caprinsiure....... C,9H.,0; eve 0,3 
10 2.3-Dioxy-caprinsiure. . .... CigtlssO, 1/250 0,4 
11 3-Oxy-2-methyl-caprinsiure. . . C,,H,.0; 1/10000 0,01 
11 3-Oxy-3-methyl-caprinsiure . . . C,,H,,0; 1/1250 0,08 
12 3-Oxy-2.3-dimethyl-caprinsaure . C,2H,,0; 1/500 0,2 
Sauren der Kettenlange C,, 
J] Undecansiure......... C,,H,,0, 1/2500 0,04 
11 A*®®-Undecensiure....... C,H. 0, 1/2000 0,05 
11 3-Oxy-undecansiure ...... C,,H,.0; 1/330 0,3 
1] 2.3-Dioxy-undecansaure. . .. . C,,H,.0, 1/330 0,3 
1l 4-Keto-undecansfiure. .... . C,,H,,0; 1/250 0,4 
12 3-Oxy-2-methy]l- undecansiure . C,.H.,03 1/14000 0,007 
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or Konzen- 
ss Verdiinnung tration 
: in % 

Sauren der Kettenlinge C,, 
12 Lavrmsfiure. ........ CeH 2,02 1/8500 0,012 
12 A*%-Dodecensiure ..... . 9H .0. 1/6000 0,016 
12 Dodecyl-schwefelsiure-ester . . C,3H,;0S0,H 1/25000 0,004. 
12 2-Oxy-dodecansaure C1.H.403 1/3750 0,028 
12 3-Oxy-dodecansiure me }19H,05 1/1000 0,1 
12 2.3-Dioxy-dodecanséure. . .. . C,.H_40,4 1/400 0,25 
13 3-Oxy-2-methyl-dodecanséure . . C,3H 603 1/10000 0,01 
13 3-Oxy-3-methyl-dodecansaure . . Cy3H 2503 1/2500 0,04 
14 3-Oxy-2.3-dimethyl-dodecan- 

BANTO Ts pac) Ss ee es C,,H,,03 1/2000 0,05 

13 2-Methyl-dodecansiure . . . Cy3H.,02 1/8500 0,012 
13 3-Methyl-dodecansaure . . C,3H»,0, 1/8500 0,012 
13 8-Methyl-dodecansiure ..... a: COM 1/8500 0,012 
15 3.7.11-Trimethyl-dodecansaure. . C,;H3 902 1/40000 0,0025 

Sauren der Kettenlainge C,, 
13 A*:3-Tridecensiure . Cy3H.,0, 1/12500 0,008 
13 3-Oxy-tridecansaiure : C,3H5602 1/4000 0,025 
13 4-Keto-tridecansiure. .... . Cy3H2403 1/1200 0,085 
14 3-Oxy-2-methyl-tridecansaure . C,4H2,05 1/12000 0,0085 

Sauren der Kettenlange C,, 
14 Myristinsiure . . . . . be C,,H.,0, 1/37500 0,0028 
14 A*3.Tetradecensiiure. . . . . ; C,4H,0. 1/25000 0,004 
14 Tetradecyl-schwefelsiure-ester . . |C, :H,,O8O, H} 1/75000 0,0014 
14 2-Oxy-tetradecansiure .. . C,,4H.,03 1/20000 0,005 
14 3-Oxy-tetradecansiure . oe 544H.,05 1/8500 0,012 
14 2.3-Dioxy-tetradecansiure. . . . C,4H,,0,4 1/1000 0,1 
15 3-Oxy-2-methyl-tetradecansaure . C,5H3903 1/14000 0,007 
15 3-Oxy-3-methyl-tetradecansaure . 15HLs90s 1/12500 0,008 
16 3-Oxy-2.3-dimethyl-tetradecan- 

BONES cris) OS ere Fe: a ey C,¢H3203 1/25000 0,004 

15 2-Methyl-myristinsiure . . . C, 5H 390. 1/110000 0,0009 r 
14 2 -Athyi- -myristinsiure . 146413205 1/110000 0,0009 
17 2-Propyl-myristinsiure . . 5 47H 3402 1/124000 0,0008 
18 2-Butyl-myristinsiure . . . . . Codd, 1/130000 0,00075 

Sauren der Kettenlange C,, 
16 Palmitinsiure . ..... A = PO 1/12500 0,008 
16 A®®-Hexadecenséure. .... . CgH3 0. 1/37000 0,0028 
16 Hexadecyl]-schwefelsiure- ester ae 33080,H| 1/62000 0,0016 
16 2-Oxy-hexadecansiure C,gH3.03 1/10000 0,01 
16 3-Oxy-hexadecansaure C gH 3,03 1/17000 0,006 
16 2.3-Dioxy-hexadecansaure . : C1 gH3.04 1/2200 0,046 
17 3-Oxy-2-methyl-hexadecansaure . C,7H 5,053 1/40000 0,0025 
17 3-Oxy-3-methyl-hexadecansaure . C,,H,0 1/124000 0,0008 

Sauren der Kettenlainge C,, 
‘18 Stearinsiure CHP, 1/7000 0,014 
18 A%8-Octadecensiure ... .. . Cy gH549. 1/17000 0,006 
18 A*10.Octadecensaure, cis-Olsiure ‘1sH3,0. 1/37000 0,0028 
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a Konzen- 
s Verdiinnung| _ tration 
o in % 
18 A%1°.Octadecensaure, trans-Elai- 

CL ESS eas acre C,,H;,0, 1/12500 0,008 
18 «-Elaostearinsiure. ...... C,,H3)0. 1/16000 0,0065 
18 Octadecin-(6.7)-sdure. . ... . C,,H;.0, 1/37000 0,0028 
18 Octadecin-(9.10)-siure .... . C,,H3.0, 1/37000 0,0028 
18 2-Oxy-octadecansfure ..... C,,H;,0; 1/8500 0,012 
18 3-Oxy-octadecansiure ..... C1gH3,03 1/25000 0,004 
18 9.10-Dioxy-octadecansiure .. . Ci gH350,4 1/1000 0,1 
18 2.3-Dioxy-octadecansiure. . . . C,gH3,0, 1/5500 0,019 
18 9.10.12-Trioxy-octadecansaure . . C,,H3,0; 1/1000 0,1 
18 A%1°.4-Keto-octadecensaure, 

Licansfure ......... C,,H;,0; 1/20000 0,005 
18 7-Keto-octadecanséure .... . C,,H;,0; 1/500 0,2 
18 8-Keto-octadecanséure .... . C,gH3403 1/500 | 0,2 
18 13-Keto-octadecansiure : C,,H;,0; 1/500 0,2 
18 17-Keto-octadecansiure eee C,,H3,0; 1/500 0,2 
18 6.7-Diketo-octadecanséure. . . . C,gH3.0,4 1/37000 0,0028 
18 9.10-Diketo-octadecansiure . C,,H3,0, 1/12500 0,008 
19 (d) 10-Methyl-octadecansaure . C,9H3,0., 1/62000 0,0016 
19 3-Oxy-3-methyLoctadecansiure . C,9H3,03 1/37500 0,0028 
19 3-Oxy-2-methyl-octadecansaure . C,9H;,03 1/10000 0,01 
19 2-Methyl-stearinsiure .... . C,.H;,0, 1/83000 0,0012 
20 2-Athyl-stearinsiure ...... Cy9H 0. 1/62000 0,0016 
21 2-Propyl-stearinsiure. . ... . C,,H,,0, 1/28000 0,0036 
22 2-Butyl-stearinsiure ...... CypH O02 1/8500 0,012 
23 2-Pentyl-stearinsiure. ..... C,3H 4,0. 1/5000 0,02 
24 2-Hexyl-stearinsiure ...... C.4H,,0. 1/1250 0,08 
25 2-Heptyl-stearinsiure ..... C,,H;,0, | keine Hamo- _— 
26 2-Octyl-stearinsiure ...... C.5H;.0. | lyse, Seife ~- 

unléslich 
Sauren der Kettenlainge C,, 

21 4-Keto-heneikosansfure ... . C.,H4 03 1/1500 ? 0,07 
21 7-Keto-heneikosansaure ; C.,H4,03 1/1000 ? 0,1 
21 13-Keto-heneikosansiure ... . C2, Hy9; 1/1000 ? 0,1 


Alle verwendeten Sauren waren analysenrein und meistens von uns hergestellt. 
Keto-stearinséuren wurden uns freundlicherweise von Hrn. Bergstrém, Lund, 
Methyl-stearinsiure von Hrn. Stenhagen, Uppsala, 2-Alkyl-stearin- und My- 
ristinsiuren von Hrn. Weitzel, Géttingen und Cetylsulfat von der Firma Hoff- 
mann-La Roche, Basel, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir danken. 


Diskussion 


Tragt man die hamolytische Grenzkonzentration (logarith- 
misch) gegen die C-Zahl der lingsten geraden Paraffinkette der Seifen 
auf, so erhalt man in allen homologen Reihen glockenférmige Kurven. 

Die hamolytische Grenzkonzentration der Seifen einer homologen 
Reihe sinkt mit zunehmender Kettenlinge zuerst in gleichem MaBe wie 
die Oberflaichenspannung (folgende Arbeit). Der Abfall ist im logarith- 
mischen Diagramm nahezu linear. Wahrend die himolytische Grenz- 
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C-Zahl der Fetisiure — 
Abb. 1. © = normale Fettsiuren; © = Alkyl-sulfate; x = A*°-Fettsiuren. 
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Hdmolytische Grenzkonzentration der Sei fen 
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C-Zahl der Fettsiure —- 


Abb. 2. c = normale Fettséuren; © = 2-Oxy-fettsiuren; x = 3-Oxy-fett- 
siuren; @ = 2 - 3-Dioxy-fettsiuren. 


konzentration in den meisten untcrsuchten homologen Reihen ein 
Minimum bei C,,—C,, zeigt und bei weiterer Steigerung der C-Zahl 
zunimmt (Abb. 1—4), zeigt die Oberflichenspannung in den meisten 
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C-Zahl der unverzweigten Kette —- Liinge der 2-Alkyl-seitenketle — 
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sauren; 0 = 3-Oxy-2.3-dimethyl-fettsiuren. 


Fallen (Ausnahmen siehe Abb. 3, 7, 9, 10, 13 der nachstehenden Ab- 
handlung) ein stetiges weiteres Absinken mit steigender C-Zahl. 


Der Wiederanstieg der himolytischen Grenzkonzentration nach 
C\,—C,, hangt wahrscheinlich mit der rasch abnehmenden echten Lés- 
lichkeit héherer Seifen mit steigender C-Zahl zusammen (vgl. die Lés- 
lichkeitskurve normaler Seifen und von Alkylsulfaten nach Stauff 
und nach Hess, Philipoff und Kiessig"™). Die Grenzen echter Lés- 
lichkeit der Seifen sind stark temperaturabhingig. Die unldésliche Seife 
fallt bei Unterschreitung der Liéslichkeitsgrenze nicht als Bodenkorper, 
sondern langsam in die kolloide Phase der Micellen- und Gelatinebil- 
dung aus. 


Die Konstitution der Fettséuren beeinfluit die Himolysekapazitit 
ibrer Seifen in folgender Weise: Einfiihrung von Hydroxylgruppen in 
Fettsiuren vermindert den himolytischen Seifeneffekt gegeniiber ciner 
Fettsaure gleicher Kettenlange. Gieichzeitig wird das Maximum der 
Hiamolysekapazitat in der homologen Reihe auf eine héhere C-Zahl ver- 
schoben (Abb. 2). Die Oxysiure verhilt sich so. als ob die Kette erst bei 
der Hydroxylgruppe beginnt. 


Einfiihrung von Methylverzweigungen erhéht den himolytischen 
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Effekt. So ist die fiir Hiimolyse nétige Grenzkonzentration bei Myristin- 
siure (C,,) 1/37500 (= 0,0028%), sinkt bei 2-Methyl-myristinsiure bis 
auf 1/110000 (= 0,0009%; Abb. 4), steigt durch Einfiihrung einer 
Hydroxylgruppe in 3-Oxy-myristinsiure auf 1/8500 (= 0,012%), um 
durch Einfiihrung einer Methylgruppe zu 2-Methyl-3-oxy-myristinsiure 
wieder auf 1/14000 (= 0,007%) zu sinken (Abb. 3). Dagegen hat Stearin- 
siiure 1/7000 (= 0,014%), wahrend 3-Oxy-stearinsiure bis auf 1/25000 
(= 0,004%) absinkt, weil hier die Hinausschiebung des hamolytischen 
Maximums in der homologen Reihe auf eine héhere C-Zahl den an sich 
himolysevermindernden Effekt der Hydroxylgruppe kompensiert und 
iiberdeckt. Eine Verlingerung der Seitenkette iiber Methyl hinaus hat 
bei Myristinsiure nur eine kleine Himolysesteigerung zur Folge (Abb. 4); 
bei Stearinsiure wirkt eine Verlingerung der 2-Methylgruppe vermin- 
dernd auf die Himolysekapazitiit. Bei 2-Hexyl-stearinsiure wird die 
Himolysekapazitit der Seife null (Abb. 4); vielleicht wegen der rapid 
abnehmenden Lislichkeit dieser, Seifen mit wachsender Seitenketten- 
lange. 


Neben normalen Seifen zeigen Alkyl-sulfate hohe Himolysekapa- 
zitat (Abb. 1) in Bestiatigung der Resultate von Ponder® °.! 


Wie schon erwihnt® * 567, steigert eine cis-Doppelbindung in der 
Mitte des Stearinsiuremolekiils (Grenzkonz. 1/7000) die Hiamolyse- 
kapazitat in der A®1°-Octadecensiure betrichtlich (Grenzkonzentration 
1/37500 = 0,0028%). Eine Doppelbindung am Anfang der Stearinsiiure 
in A? 3.Octadecensiiure verschiebt die Grenzkonzentration nur auf 
1/17000 (= 0,006%). In der Elaidinsiure, tvans-A®1°-Octadecensiure, 
ist die Grenzkonzentration gegen Olsiure erhdht, 1/12500. Eine Acetylen- 
bindung, bei der es aus sterischen Griinden keine cis- und trans-Stellung 
gibt, erniedrigt den hiamolytischen Grenzwert wie eine cis-Doppel- 
bindung; 6.7- und 9.10-Octadecin-siiure zeigen beide den Grenzwert 
1/37000 (== 0,0028%). 


Die Einfiihrung einer Ketogruppe in Stearinsaure erniedrigt die 
haimolytische Kapazitat der entsprechenden Seifen auf beinahe null, so 
daB auch mit maximal iibersittigten Lésungen der betreffenden Seifen 
nur manchmal ein kleiner himolytischer Effekt gelingt, wiahrend der 
groBte Teil der Erythrocyten als ganzes unléslich niedergeschlagen wird. 
Zwei benachbarte Ketogruppen, in 6.7- und in 9.10-Diketo-stearinsiure 
erhéhen dagegen, wahrscheinlich infolge Enolisierung und Bildung einer 
Enol-Doppelbindung in der Kette (wie bei Olsiure) die Himolysekapa- 
zitat betrachtlich (Grenzkonzentration 1/37000 und 1/12500). 


In der niichstfolgenden Arbeit sind die Oberflichenspannungen der 
Lésungen der hier auf ihre himolytische Grenzkonzentration unter- 
suchten Seifen gemessen. In allen Abbildungen der folgenden Arbeit 
sind die hamolytischen Grenzkonzentrationen jeder Seife in jeder homo- 
logen Reihe durch © gekennzeichnet (Abb. 3—13). 
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Nicht fiir eine einzige homologe Reihe bildet die Verbindungslinie 
eine Gerade oder eine sonstwie definierte geometrische und vergleich- 
bare Linie. Die Werte der Oberflichenspannung der haimolytischen 
Grenzkonzentrationen sind nicht nur fiir Seifen verschiedener Fettsaure- 
konzentrationen, sondern auch innerhalb derselben homologen Reihe 
verschieden. Sie variieren zwischen 28 und 67 Dyn/cm, das heiBt prak- 
tisch iiber die ganze moégliche Skala des Wassers (Oberflaichenspannung 

73,1 Dyn/cm). 

Es gibt demnach keinen spezifischen Wert der Herabsetzung der 
Oberflichenspannung des Wassers, bei dem automatisch Hiamolyse ein- 
tritt. 

Auch der Oberflaichenbedarf monomolekularer Fettsiurefilme zeigt 
keinen Zusammenhang mit der Himolysekapazitit und den Werten der 
Oberflachenspannungserniedrigung durch Seifen derselben Fettsiure- 
reihe. In Abb. 5 sind Werte von 2-Alkyl-stearinsiuren von Weitzel, 
Thomas und Mitarbeitern! mit unseren Resultaten kombiniert. 
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Abb. 5. Vergleich des Verlaufs der x = hamolytischen Grenzkonzentration ; 

= des Flaichenbedarfs in A? in monomolekularen Oberflachenfilmen; und 

0 = der zur hamolytischen Grenzkonzentration gehérigen Oberflichenspannung 
jeder Seife von 2-Alkyl-stearinsiuren. 


Die Seifenhamolyse der Erythrocytenmembran spielt sich nicht an 
einer Grenzflache Fliissigkeit/Luft, sondern an einer Grenzflache fliissig/ 
fest ab, oder an einer Grenzflache Wasser/Lipoid. Deswegen ist die Inter- 
facialspannung zwischen Wasser und Lipoid vielleicht fiir die Hamo- 
lyse mehr verantwortlich als die Oberflichenspannung. Die Interfacial- 
spannung waBriger Seifenlésungen gegen Paraffindl, welche Lotter- 
moser und Winter!*® gemessen haben, wird von den himolytischen 


15 G. Weitzel, A. M.Fretzdorff u.W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 [1950]. 
16 A. Lottermoser u. H. Winter, Kolloid-Z. 66, 283 [1934]. 
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Grenzkonzentrationen der normalen Seifen noch nicht herabgesetzt. 
Das heiBt, daB deren himolytische Grenzkonzentrationen bei so kleinen 
Werten liegen, daB sie auf die Interfacialspannung Lipoid/Wasser noch 
ohne EinfluB sind, also zur Haimolyse keine Komponente einer ver- 
anderten Interfacialspannung beitragen. 

Wiahrend die Erythrocytenmembran lipoidreich ist, sind die meisten 
Bakterienmembranen lipoidarm und bestehen in der Hauptsache aus 
Proteinen. Trotzdem sind die Kurven der Konzentrationsabhangigkeit 
homologer Seifenreihen fiir Himolyse und fiir Bakterien-Abtétung fast 
identisch. Sie haben denselben glockenférmigen Verlauf in Abhangig- 
keit von der Verlingerung der C-Kette, wobei die Maxima der Ab- 
totungskapazitat fiir verschiedene Bakterien von C,, bis C,, variieren 
(vgl. Eggerth?’). 

Die Abtétungskurven der Seifen von 2-Oxy-fettsiiuren verlaufen 
ebenfalls parallel zu den nach unseren Tabellen, diesmal in Molaritaten 
eingesetzten himolytischen Grenzkonzentrationen fiir Tauben-Erythro- 
cyten (nach Adams u. Mitarbeitern'* 1%). 
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Abb. 6. o = Haimolyse-Werte der Seifen der 2-Oxy-fettsiuren, molar; Ab- 
tétungs-Minimalkonzentrationen, molar, fiir: @ = Dipl. pneumoniae; 0 = Bact. 
lepisepticus; x = Vibrio cholerae}8, 19, 





Grenzkonzentration der Setfen in. molar > 


Ahnliche Kurven fiir Seifen gegen Mycobact. tuberculosis finden Weitzel 
und Schraufstatter®®; weite: Shelton u.a.?! fiir N-Alkyl-pyridiniumchloride 
und Alkyl-trimethyl-ammoniumbromide gegen Staph. aureus und HE. typhosa. 


17 A. H. Eggerth, J. exp. Medicine 50, 299 [1929]. 

18 F. W. Putnam, Advances in Protein Chemistry 4, 79 [1948]. 

19 W.M. Stanley, G.H Coleman, C.M. Greer, J. Sacks u. R. Adams, 
J. Pharmacol. exp. Therapeut. 45, 121 [1932]. 

20 G. Weitzel u. E. Schraufstatter, diese Z. 285, 172 [1950]. 

21 R.S. Shelton, van Campen, Tilford, Lang, Nisonger, Baudelin, 
Ruben u. Koenig, J. Amer. chem. Soc. 68, 753f. [1946]. 
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Gegeniiber dieser ausgepriagten Parallelitat von Haimolyse- und Ab- 
tétungswerten zeigen neutrale, nicht ionisierte Detergents trotz ihres 
groBen Ejinflusses auf die Oberflichenspannung von Wasser nur relativ 
geringe bactericide Eigenschaften?®. 


Die Tatsache, daB anionische und kationische Detergents sowohl 
Erythrocyten mit lipoidreicher Proteinhaut, wie auch Bakterien mit 
lipoidarmer Proteinhaut in nahezu gleichem Kurvenverlauf stéren, 
wihrend nicht-ionische Detergents weniger wirksam sind, deutet darauf 
hin, daB nicht die oberflichenaktiven Eigenschaften der Detergents das 
wesentliche sind. 


Der wesentliche Effekt auf alle Zellen liegt wohl in der Fahigkeit 
aller langkettigen ionisierten Detergents, mit Proteinen teilweise unlés- 
liche Additionsverbindungen zu bilden (vielleicht nach Art der Bengen- 
schen Harnstoff-Paraffinverbindungen”*) und Proteine zu denaturieren ', 
Wirksam sind bei der Bildung dieser Verbindungen auch elektrostatische 
Krifte. Die Nichtwirksamkeit der an sich stirker ionisierten Salze 
niederer Fettsiuren beruht auf der leichteren Léslichkeit ihrer Verbin- 
dungen mit Proteinen; Verbindungen, die, wie bei allen Paraffinderivaten 
auch bei Seifen mit wachsender Linge der Paraffinketten immer unlés- 
licher werden. Fiir diese Protein-Detergent-Theorie spricht, da sowohl 
der Himolyse, wie der bactericide Effekt teilweise ausbleibt, wenn man 
statt in Wasser oder in Salzlésungen in Proteinlésungen, etwa in Serum 
arbeitet, wobei das Detergent schon von den gelésten Proteinen ab- 
gefangen wird. 

Die Erniedrigung der Oberflichenspannung durch Scifenlésungen 
spielt danach nur eine sekundiire Rolle, indem sie lipoidhaltige Zellwande 
wie Erythrocytenmembranen durch Anlésung leichter permeabel macht 
und so den Protein-Ausfillungseffekt der Detergents vorbereitet und 
unterstutzt. 


Die Seifenhimolyse ist so auf eine nur wenig spezifische Ausfal- 
lung von Proteinen der Erythrocyten zuriickzufiihren, bei der die 
chemische Konstitution der Seife nur insofern eine Rolle spielt, als 
in Abhingigkeit von der Konstitution die fiir die Stiitzung der 
Membran wichtigen Proteine mehr oder weniger denaturiert oder aus- 
gefallt werden. Bei den Seifen kiirzerer C-Kette sind hdhere Seifen- 
konzentrationen zur Hamolyse ndétig, weil ihre Additionsverbindungen 
mit Proteinen leichter léslich sind und wahrscheinlich leichter rever- 
sibel dissoziieren. 


Diese Anschauung steht in Ubereinstimmung mit Ansichten von 
Adams und Schiilern!® iiber die antibactericide Wirkung der Seifen als 
einer hauptsichlich physikalisch-chemischen Veranderung der Protein- 
membranen der Zellen. 


22 W. Schlenk jr., Angew. Chemie 62, 299 [1950]. 
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Zusammenfassung 


Die hiamolytischen Grenzkonzentrationen folgender Reihen von 
Seifen homologer Fettsiuren zwischen C,, und Cy, wurden gemessen: 
normale Fettsiuren; Alkylsulfate; A* *-Fettséuren; 2-Oxy-fettsauren, 
3-Oxy-fettsiuren; 2.3-Dioxy-fettsduren; 3-Oxy-2-methyl-fettsiuren ; 
3-Oxy-3-methyl-fettsiuren; 3-Oxy-2.3-dimethyl-fettsiuren; 2-Alkyl- 
myristin-siuren; 2-Alkyl-stearinsiuren, von Methyl bis Hexyl; und 
andere. Alle Himolysekurven homologer Fettsiurereihen haben Glocken- 
form mit Maximalwirkung bei C,, bis C,,. 

Die chemische Konstitution hat keinen prinzipiellen EinfluB und 
variiert nur die Grenzkonzentration und die‘Lage des C-Maximums der 
Glockenkurve. Doppelte und dreifache Bindungen, auch Enoldoppel- 
bindungen in vic. Diketo-fettsiuren sowie Seitenketten erniedrigen die 
Grenzkonzentration, Oxy- und Ketogruppen setzen sie herauf. Die 
niedrigsten Werte zeigen: 2-Butyl-myristinsiiure (Verdiinnung 1/130000) 
und 3-Oxy-2-methyl-palmitinsiure (Verdiinnung 1/124000). 

Mit den in der folgenden Arbeit gemessenen Oberflichenspannungen 
derselben Seifenreihen lieB sich kein definierbarer Zusammenhang her- 
stellen. 

Seifenhimolyse ist zum kleineren Teil ein Oberflachenphinomen. 
Sie ist, wie die bactericide Wirkung aller Paraffinderivate, auf einen 
nur teilweise spezifischen Ausfillungseffekt auf die Zellwandproteine 
zuriickzufiihren, der bei Bakterien wie Erythrocyten vermindert ist oder 
ausbleibt, wenn man in Proteinlésungen (Serum), statt in reinen Salz- 
lésungen arbeitet. Himolytischer und bactericider Effekt der Seifen 
sind identisch. ° 


Oberflachenspannung von Seifenlésungen homologer Reihen 
substituierter Fettsduren 
Von 
F, L, Breusch und E, Ulusoy 
Aus dem II. Chemischen Institut der Universitit Istanbul 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1950) 


In der voranstehenden Arbeit wurde die himolytische Kapazitat 
von Seifen homologer Fettsaéurereihen zwischen C,) und C,) untersucht, 
und die Frage aufgeworfen, ob sich zwischen der Erniedrigung der Ober- 
flachenspannung von Wasser oder Salzlésungen durch Seifen, und ihrer 
Hamolysekapazitaét sichtbare Zusammenhange ergeben. 
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Die Oberflichenspannung der Seifenlésungen vollstindiger homo- 
loger Fettséurereihen ist in der uns zuginglichen Literatur nur von 
normalen Fettsiuren’? und von Alkylsulfaten* bekannt. 

In dieser Arbeit wird die Oberflichenspannung der Seifen homo- 
loger Fettsaéurereihen von Ci, bis C,) untersucht. 

Die Oberflachenspannung von Lésungen wird von einer Reihe von 
Faktoren beeinfluBt, aus denen man fiir die Messungen Standardbedin- 
gungen auswahlen muB. Folgende Faktoren sind bei Seifenlésungen von 
EinfluB: das CO, der Luft, das jy, die Gegenwart von Salzen, das Alter 
der Oberflache, die Temperatur mit ihrem EinfluB auf echte Lésung oder 
Gelatinierung von Seifenlésungen, die Geschwindigkeit der Messung. 

Wegen der relativ langsamen Einstellung der Oberflaichensattigung 
von Seifenlésungen sind zur Messung nur statische, langsam verlaufende 
MeBmethoden brauchbar, keine dynamischen. Geeignet sind: Kapillar- 
steigmethode, die Methode der hangenden Tropfen, die der Gasblasen- 
ablésung, und die RingabreiBmethode von einer Fliissigkeitsoberflache. 
Wir wihlten die RingabreiBmethode nach du Noiiy®. 

CO,-EinfluB: Die eingehendsten Untersuchungen der Oberflachen- 
spannung von gewohnlichen Seifenlésungen mit der RingabreiBmethode 
stammen von’ Lottermoser und Winter sowie Lottermoser und 
Giese?. Sie fanden, daB man, vor allem in verdiinnten Lésungen, nur in 
CO,-freier Atmosphire konstante Werte bekommt, da die Seifen sonst 
teilweise in freie Fettsiuren iibergefiihrt werden, die oberflachenaktiver 
sind als die Seifen, so daB die gemessenen Werte bei langerem Stehen- 
lassen an der Luft bis zu 15 Dyn/em sinken. Der CO,-Fehler 1aBt sich 
auch vermeiden, wenn man in Gegenwart alkalischer Puffer arbeitet, 
z. B. in 0,1-proz. Na,CO,-Lésung, wie in dieser Arbeit. 

¢u-EinfluB: Die Oberflichenspannung von Seifenlésungen variiert 
mit dem tg’. In 0,01-n. Phosphatpuffer zeigt eine 0,005-m. (0,11-proz.) 
Natriumlaurinatlésung bei /q 7,5 eine Oberflichenspannung von 23 Dyn/ 
em, bei ##8,5 45 Dyn/em, bei f_10 54 Dyn/em und bei pall 55 Dyn/ 
em. Der Sprung ist groB zwischen neutral und jg 10; weitere Erhéhung 
des #y gibt nur geringe Anderung. Alkali erhéht die Werte der Ober- 
flichenspannung in Richtung auf die des Wassers 73,1 Dyn/em. 


1 Y. Kawakami, J. Soc. chem. Ind. Japan [Suppl.] 31, 281 B [1928]; Chem. 
Zbl. 1929, I, 1549; P. L. du Noiiy, Nature [London] 129, 133, 278 [1932]; J. W. 
Mc Bain, J. R. Vinograd u. D. A. Wilson, J. Amer. chem. Soc. 62, 244 [1940}. 

2 A. Lottermoser u. E. Schladitz, Kolloid-Z. 68, 295 [1933]; A. Lotter- 
moser u. B. Baumgiirtel, Kolloid-Beih. 41, 73 [1935]; A. Lottermoser u. 
H. Winter, Kolloid-Z. 66, 276 [1934]; A. Lottermoser u. E. Giese, Kolloid-Z. 
73, 155 [1935]. 

3 Cenco-du Noiiy, Bulletin 101, Tensiometers, Central Scientific Comp. 
Chicago; W. D. Harkins, in A. WeiBberger, Physical Methods of Org. 
Chemistry S. 149. Interscience Publ. New York 1945; E. Ponder, J. gen. Phy- 
siol. 30, 15 [1946]; F. W. Putnam, Advances in Protein Chemistry 4, 79 [1948]. 

4F. A. Long, G.C. Nutting u. W. D. Harkins, J. Amer. chem. Soc. 59, r 
2197 [1937]. 
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Salz-EinfluB: Einen entgegengesetzten EinfluB haben Salze. 
0,005-m. Natriumlaurinat, das in 0,05-proz. NaCl-Lésung 49,2 Dyn/cm 
zeigt (wir finden 50 Dyn/cm), hat in 0,58-proz. NaCl-Lésung 34,8 Dyn/em. 
Salz driingt Seifenmolekiile an die Oberfliche und erniedrigt damit die 
Oberflaichenspannung der Seifenlésung, wenigstens bei Seifen unter C,,. 
Bei langeren Ketten, C,,, ist der Salzeffekt entgegengesetzt. Auch hier 
verdrangt Salz Seife aus der Lésung, jedoch nicht mehr hauptsichlich 
an die Oberfliche, sondern in die unlésliche Phase, durch Bildung von 
Micellen und Gelatinierung. Schon geringe Salzkonzentrationen, wie 
0,9-proz. isotonische NaCl-Lésung, setzen die echte Léslichkeit von 
Natriumstearat auf 41/; und weniger herab und vermehren so den Dyn- 
Wert der Oberflichenspannung in Richtung auf den Wert von reinem 
Wasser oder von Salzlésungen durch Verminderung der echt gelésten 
Seifenmolekiile. 

Die Abweichungen unserer Bedingungen, py 11, in 0,1-proz. Lésung 
von Na,CO,, das gleichzeitig Puffer- und Salzwirkung hat, die zudem 
noch fiir verschiedene Konzentrationen verschieden sind, verursacht, 
da8 unsere Kurven der reinen Seifen C,,, C,, und C,, Abweichungen von 
den Werten von Lottermoser und Mitarbeitern? in reinem H,O zeigen, 
die in Abb. 1 zu sehen sind. Unsere Kurven sind mit denen Lotter- 
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Abb. 1. x---x Oberflachenspannung der Seifen C,,, C,,, C,, von Lottermoser, 
Winter, Giese? in H,O; ©—© unsere Werte in 0,l-proz. Na,CO,-Lésung. 
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mosers fiir geringe Seifenkonzentrationen identisch, geben aber, durch 
den Salzeffekt des Na,CO,, bei hohen Seifenkonzentrationen niedrigere 
Werte der Oberflachenspannung ; mit Ausnahme hoher Natriumpalmitat- 
konzentrationen, wo wiederum der léslichkeitsvermindernde Salzeffekt 
iiberwiegt. Das gleiche gilt fiir alle unsere anderen Kurven. 

Oberflichensattigung: Bei stark verdiinnten Seifenlésungen, 
besonders von héheren Fettsauren tiber C,,, wird die Sattigung der Ober- 
fliche mit Seifenmolekiilen erst nach einiger Zeit erreicht. Die Ober- 
flichenspannung solcher Lésungen sinkt deshalb nach der Herstellung 
oder nach frischem Umriihren langsam, wihrend sich die Oberflachen- 
spannung kurzkettiger Fettsaiuren (bis C,,) rasch einstellt. Bei hohen 
Seifenkonzentrationen stellt sich auch bei langkettigen Seifen (iiber C,,) 
der Endzustand rasch ein. Nach Me Bain, Ford und Mills® kann bei 

ixtremen die Einstellung der Sattigung Wochen dauern, doch ist im 
allgemeinen schon nach wenigen Minuten praktische Sattigung der Ober- 
flache mit Seifenmolekiilen erreicht. Wir fanden bei Lésungen der Ver- 
diinnung 1/5000 und mehr bei Seifen C,, und C,, manchmal ein Absinken 
bis zu 10 Dyn nach 20-stdg. ruhigem Stehenlassen, und zwar auch in 
alkalischer 0,1-proz. Na,CO,-Lésung. Sobald die so gesittigte Oberflache 
einmal durch die Messung (Abri® des Platinrings aus der Fliissigkeits- 
oberfliche; oder durch Riihren) gestért wurde, stellte sich wieder der 
alte Wert ein. Da wir jede Messung innerhalb von 15 Min. 5-mal wieder- 
holten, aber jede Messung 2—3 Min. dauern lieBen, sind fiir extrem kleine 
Konzentrationen die Werte der nur annihernden Sittigung angegeben, 
die im iibrigen unter Einrechnung der /y-bedingten Abweichungen der 
Abb. 1 mit den Literaturwerten iibereinstimmen. 

Die Griinde der verzégerten Oberflaichensittigung sind nicht ganz 
klar. Die Sattigung erfolgt nur mit etwa 1/100000 der Geschwindigkeit, 
die sich aus der thermischen Diffusionsgeschwindigkeit der Seifenmole- 
kiile ergibt. Das gleiche Verzégerungssymptom zeigt sich auch bei der 
Einstellung der Interfacialspannung zwischen Hexan und Wasser in 
Gegenwart geringer Mengen Palmitinsiure, wihrend auch hier hohe 
Palmitinsiurekonzentrationen eine sofortige Einstellung des Gleich- 
gewichts ergeben®. 

Der EinfluB der Temperatur auf die Oberflachenspannung ist, 
soweit es sich um echte Seifenlésungen handelt, gering. Nach Hall" 
erniedrigt sich die Oberflichenspannung von Wasser und Salzlésungen 
pro Grad Temperaturerhéhung um 0,14 Dyn. Da fiir die verfolgte 


5 J. W. Mc Bain, T. F. Ford u. G. T. Mills, J. Amer. chem. Soc. 62, 1319 
[1940]. 

6 Literatur dazu siehe bei A. F. H. Ward, Surface Chemistry, 8. 55; Butter- 
worth Scientific Publications, London 1949,; I. Langmuir u. V. J. Schafer, 
J. Amer. chem. Soc. 59, 2400 [1937]; K. 8S. G. Dors, Kolloid-Z. 84, 138 [1938]; 
86. 205 [1939]; S. Ross, J. Amer. chem. Soc. 67, 990 [1945]. 

7 T. P. Hall, Philos. Mag. 36, 385 [1893]. 
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Fragestellung der Hamolyse nur Temperaturen bis 38° wichtig waren, 
wurden aus praktischen Griinden alle Messungen zwischen 20 und 29° 
vorgenommen. Die Werte sind so um 1,5 bis 2 Dyn/cm héher, als bei der 
Hamolysetemperatur von 38°, was prinzipiell nichts aindert. Der von 
Dervichian und Mitarbeitern (voranstehende Arbeit) gefundene hohe 
Temperaturkoeffizient der Hamolyse von 5 pro 10° hat demnach nichts 
mit einer Temperaturabhangigkeit der Oberflichenspannung zu tun, 
sondern ist durch andere, noch undurchsichtige temperaturabhangige 
Vorginge in der Erythrocytenmembran bedingt. 

Die Temperatur bekommt bei Seifenlosungen erst dann wesentlichen 
Einflu8 auf die Oberflichenspannung, wenn man an die Grenze der echten 
Léslichkeit der Seifen kommt (vgl. die vorhergehende Arbeit, Lit. 14). 
Die maximale echte Léslichkeit in Wasser liegt bei Seifen héherer Fett- 
siuren bei so ‘geringer Konzentration (z. B. bei Natriumstearat bei 
0,03% bei 20°), daB Seifen von Fettsiuren tiber Cy) meist keine Hémo- 
lyse mehr hervorrufen, weil ihre echte Léslichkeit geringer ist als ihre 
hamolytische Grenzkonzentration. 

Da Temperaturerhéhung die Grenzkonzentration der echt léslichen 
Seife erh6ht, waihrend die Oberflichenspannung der echten Lésung durch 
die Temperatur nur wenig beeinfluBt wird, kann man bei erhdhter 
Temperatur die Oberflaichenspannung auch konzentrierter Seifenlésungen 
noch ohne allzu groBen Fehler messen. Deswegen sind in dieser Arbeit 
(wie auch bei Lottermoser?), die Oberflachenspannungen einiger bei 
Zimmertemperatur gelatinierender Seifenkonzentrationen bei 50 und 60° 
gemessen worden, was jedesmal vermerkt ist. 

Geschwindigkeit der Messung: Ein weiterer Faktor, der die 
Messungen beeinfluBt, ist die Geschwindigkeit der Messung; die Ge- 
schwindigkeit des gleichméBigen langsamen und erschiitterungsfreien 
Herausziehens des Platinrings aus der Fliissigkeitsoberfliche. Da sich 
beim Herausziehen des Platinrings in dem mit aus der Oberfliche heraus- 
gezogenen Fliissigkeitszylinder teilweise eine neue Oberflachenhaut 
bildet, die sich bei héheren Seifen erst langsam mit Seifenmolekiilen 
saittigt, muB das Herausziehen des Rings langsam und bei allen Messungen 
mit gleicher Geschwindigkeit erfolgen. Stahlberger und Guyer® 
haben die Einhaltung gleichbleibender Bedingungen durch Suspension 
des Platinrings am Waagebalken einer Mettler-Waage erreicht, unter dem 
sich das GefiB mit der MeBfliissigkeit, gebremst durch Glycerinreibung 
in einem Zylinder, langsam bis zum RingabriB absenkte. 

Wir verwendeten am du Noiiy-Tensiometer zur langsamen Span- 
nung des Torsionsdrahtes, der den Platinring aus der Fliissigkeit bis 
zum Abrif herauszieht, einen sehr langsam laufenden Motor mit 
groBer Ubersetzung (Versuchsteil). Die Zeit war gleichmaBig 1 Sek. fiir 
0,5 Dyn/em Spannungszuwachs. 





® B. Stahlberger u. A. Guver, Helv. chim. Acta 33, 243 [1950]. 
12* 














F. L. Breusch und E. Ulusoy, Bd. 286 (1950) 





164 





Beschreibung der Versuche 


Das verwendete amerikanische du Noiiy-Draht-Tensiometer von Cenco 
No. 70530 erlaubte Ablesungen auf 0,1 Dyn/cm. Um einen gleichmaBigen erschiitte- 
rungsfreien Abzug des Rings aus der zu messenden Fliissigkeit zu erzielen, war auf 
das kleine Schneckenrad, das die Torsion des Drahtes und die Drehung der MeB- 
Skala besorgt, eine runde Holzscheibe aufgekeilt, die durch Gummischlauch- 
friktion direkt von der Achse eines mit 50 Volt betriebenen 110-Volt-Cenco-Riihr- 
motors so langsam gedreht wurde, daB8 pro Sekunde dem Platinring an der Fliissig- 
keitsoberflaiche 0,5 Dyn/cm zugefiihrt wurden. Eine elektrische Kontaktvorrichtung 
brachte im Moment des Ringabrisses aus der Fliissigkeitsoberflache die Skala zum 
Stillstand. 103,5 Teile unserer Skala entsprachen 73,1 Dyn/em bei reinem Wasser. 

Den Platinring mit Biigel muBten wir selbst herstellen. Er hatte 0,85 cm Radius 
bei 0,0235 cm Radius des Platindrahts. of 

Alle Seifen wurden so hergestellt, daB 30 bis 50 mg Saure in 2 ccm Athanol 
mit einem Tropfen Phenolphthalein-Lésung und n-alkohol. Natronlauge neutrali- 
siert wurden. Dann wurde bei Zimmertemperatur an der Luft der Alkohol weg- 
gedampft und zuletzt 20 Stdn. im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Von den trockenen 
Seifen wurde eine Einwaage meist in 5 bis 10 ccm einer 0,1-proz. Na,CO;-Lésung 
warm gelést und daraus die weiteren Verdiinnungen immer mit 0,1-proz. Na,CO, 
hergestellt. Im allgemeinen wurden folgende Verdiinnungen (in °%) verwendet: 
2, 1, 0,5, 0,25, 0,2, 0,1, 0,05, 0,02, 0,01, 0,005, 0,002, 0,001, 0,0002. 

Die Oberflichenspannung in Dyn/cem wird nach folgender Formel berechnet: 

g°G-F 
‘ 4a-R 
Darin sind: y = Oberflachenspannung in Dyn/cm 
g = Erdbeschleunigung 981 g/cm/sec™! 
G = Spannung in Gramm (aus der Torsionsspannung beim Ab- 
riB des Platinringes berechnet) 
R = mittlerer Ringradius in cm 
F = Korrekturfaktor nach Harkins® (1; 5; 7). 

G ermittelt sich bei unserem Apparat durch Multiplikation der Skalaablesung 
mit 0,845. Da @ abgelesen wird, wahrend g, #. und 4 konstant (== 4) sind, reduziert 
sich die Formel auf 

y = K-G (= Ablesung - 0,845) - F(= Harkins Korrekturfaktor) 
Der Harkinssche Korrekturfaktor F’ 
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Abb. 2. Abhangigkeit des Harkins- 

schen Faktors F von der Oberflachen- 

spannung fiir unseren MeBring 


(R = 0,85 em; r = 0,0235 cm). 
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° W. D. Harkins, J. Amer. chem. 
u. Kawakami. 


ist eine Funktion von &3/V und von R/r, 
wobei r der Radius des Platindrahts, und 
V das Volumen der bis zum AbriB durch 
den Platinring hochgehobenen zylindri- 
schen Fliissigkeitssiule ist, die bei uns, 
da wir die Dichte unserer Lésungen als 
1 eingesetzt haben, gleich ihrem Gewicht 
in Gramm ist. Da das Volumen von der 
Oberflachenspannung abhangt, mu8 man 
den Faktor aus Tabellen ablesen. 

Da bei uns # und r konstant sind, 
hangt in diesem Fall F nur noch von y, 
der Oberflachenspannung, ab, so da8B wir 
F direkt aus der Kurve, Abb. 2, ablesen 
konnten. 

Alle GefaBe wurden jedesmal sorgfal- 
tig mit heiBer konz. Bichromat-Schwefel - 
saure gereinigt, mehrfach mit destillier- 


Soc. 52. 1751 [1930]; vgl. auch Barker? 
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tem Wasser und zuletzt mit 0,1-proz. Na,CO,-Lésung nachgewaschen. Zur Kon- 
trolle der Richtigkeit unserer Messungen wurde zwischen den Messungen jeweils 
dest. H,O (y = 73,1 Dyn/em) und Benzol (y = 28,8 Dyn/cm) gemessen. Die Mes- 
sungen stimmten immer auf 0,5 Dyn/em mit diesen Werten iiberein. 


Ergebnisse 

Mit * bezeichnete Werte sind wegen Gelatinierung der Lésungen 
bei50—60° gemessen. o im Diagramm bezeichnet jeweils die hiamolytische 
Grenzkonzentration der betreffenden Seifen. Ihre Verbindungslinie ist 
fiir die Diskussion der Seifenhamolyse der ersten Arbeit gezeichnet und 
hat in dieser Arbeit keine Bedeutung. Alle Werte der Oberflichen- 
spannung sind in Dyn/em in Tabellenform und der Ubersichtlichkeit 
halber daneben in einem Diagramm gegeben. 


Tab. 1 (zu Abb. 3). 


































































































Saure- Fir Konzentration in %, Dyn/em, bei gewéhnlichen Seifen 
lange 2% | 9,5 | 0,2 | 0,1 | 9,05 | 0,02 | 0,01 | 0,005 | 0,002 | 0,001 | 0,0002 
C,, 33,6 [32,9] 42,6] — | 55,6 | 641 | — | 69,5] 706] — | — 
Ci, | 28,5] 28,5] 29,9] — | 37,5 | 49,5 | — 63 69 — — 
Cie | — | — }25,5] 27 | — | 29,9 | 34,2) — 57,5 | 64,9 | 70,5 
C;< i _— 38,6 | 40,2 — 64,1 | 66,4 | 70,3 
» 
ge Wate yeah 
— 651- 
= 60 
5 
= 55- 
= 50 
= 45+ 
S | 
S ea 
35- | 
x—™ 
30} ! 
—— | 
25 ! ! | ! ! i J 1 i n 
2 1 @ @2 G7 @. 007 0005 = 0001:~=— 80002 % 
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Abb. 3 und Tab.1. Oberflichenspannung gewodhnlicher Fettsiuren bei 28°. 
Gehoért zu Abb. 1 der vorhergehenden Arbeit. 
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Tab. 2 (zu Abb. 4). 
Saure- Fiir Konzentration in %, Dyn/em bei Alkylsulfaten 
lange | 29%, | 0,5% | 0,2% | 0,1% | 0,02%| 0,01%, | 0,002%, | 0,001%% |0,0002%, 
Cy 37 46,4 | 58,4 | 64,9 | 69 71,5 - -— — 
Cro —_— 23,3 | 27,7 | 41,4 | 58,3 64,9 71.5 — a 
Ce | — | — | 25,4 | 263 | 44,5 | 52,2 | 67,5 =a - 
Cre — | 25,5 | 26,3 | 27 30,6 | 48,7 | 53,4 | 668 
59— _ 
; We0=731Dyniem  _ x 
gm oe Pk Py ; 
= x 
— 55+ 3 x A 
= 4 
= pig 
> ” y xo oa 
= ae a ree Ag \ 
= 55- \ 
= \ 
= e) Cy } 
= 50 f. - 
S ; - x 
S x Cre 
= Yr y f | 
= x 
am o a oo 
7 | 
35} 
0 | 
| 
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Abb. 4 und 
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Gehort zu Abb. 1 der vorhergehenden Arbeit. 
Tab. 3 (zu Abb. 5). 
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Tab. 2. Oberflaichenspannung der Alkyl-natriumsulfate bei 26°. 





Fiir Konzentration in %, Dyn/em bei 








2.3-ungesattigten Seifen 




















lange hs S 0,2 o1 0,02 | 0.01 0,008 | 0,001 0,0005 0,0001 

/0 ° /0 /0 /0 /0 /0 /0 /0 /0 
eR 36 48,4 | 57,5 | 66 70,5 _ a — ees 
Cc. 29,4 | 32,8 | 39 45,5 | 60,4 | 69 — — = ~ 
C.; 36 (33,6 39 45 62,9 | 69 — — —_ — 
Cie 31,7 | 27,7 | 29,4 | 32 40,9 | 48,4 | 70 ~~: -- — 
Cy 31 30,6 | 31 32 40,9 | 43,8 | 63 70 ~- -- 
Cis — — —_ 25,5*| — 29,1* 57,5 | 64,5 | 70,5 
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Konzentration der Seifen in % — 
Abb. 5 und Tab. 3. Oberflachenspannung der Na-Seifen der 2.3-ungesattigten 
Fettsaiuren bei 28°. Gehért zu Abb. 1 der vorhergehenden Arbeit. 


Tab. 4 (zu Abb. 6). 





Fiir Konzentration in °4, Dyn/cm, bei Seifen der 2-Oxy-fettsauren 










































































roma 2 | 05 | 2 | 01 | 0,02 | 0,01 | 0,002 0,001 | 0,0002 
/0 /0 /0 /0 /0 /0 /0 /0 /0 
Cio | 33,7 | 42,6 | 50 | 56,7 | 67,4 sett as pes aes 
Cy — | 352) 2 | 487 | 682 | 25 | — | — ne 
Cy — | — | 30*| 37 55,5 | 62 69 am 
Cy. — | — | — | 29,4* | 35,1* | 47,6 | 61,1 | 69,3 
Cis —{/—{[—f{— 27* 29,1* | 54,9 | 62 70,5 
Tab. 5 (zu Abb. 7). 
Saure-| Fiir Konzentration in °%%, Dyn/em, bei Seifen der 3-Oxy-fettsiuren 
lange | 2% | 0,5% | 0,2% | 0,1% | 0,02% | 0,01% | 0,002% | 0,0019%, |0,0002%,, 
C, | 34,2 | 42,4 | 49,1 | 56 67,5 | 70,5 — — 
Cio | 27 | 32,4] 42 | 50,5 | 65,3 | 69 we es 
C,, | 38,6 | 45 | 55,1 | 61,7 | 70 70.5 . . 
Cy. | 37,5 | 44,5 | 54,5 | 61 69,5 | 70,1 71,5 ua 
Cys | — | 34,6 | 41,5 | 50,5 | 65 67,5 | 70,7 | 71,5 
Co i — | — | i ei 55,1 | 68,5 si a 
Ci ~— i — | ei msi & | w 60,7 | 67,5 ma 
Ce! — | — | — [| 28,8] 28,5 27 51 56,7 76,0 
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Abb. 6 und Tab. 4. Oberflichenspannung der Na-Seifen von 2-Oxy-fettsiuren 
bei 26°; gehért zu Abb. 2 der vorhergehenden Arbeit. 
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Abb. 7 und Tab. 5. Oberflachenspannung der Na-Seifen der 3-Oxy-fettsiuren 


bei 29°; gehért zu Abb. 2 der vorhergehenden Arbeit. 
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Saure- | Fiir Konzentration in %, Dyn/cm, bei Seifen der 2.3-Dioxy-fettsiuren 
lange 10,5 %|0,2% | 0,1% | 0,02% | 0,01% | 0,002%, | 0,001%, 
Cro 41,4 53 62,9 70,3 — — -- 
C,; 36 43,1 50 69 71 —- —_ 
Cis — 40,9 46,1 64,5 70 71 _ 
CG _- _ 31,5* 47,6 58,3 69,5 71 
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Abb. 8 und Tab. 6. Oberflichenspannung der Na-Seifen der 2.3-Dioxy-fettsiuren 
bei 29°; gehért zu Abb. 2 der vorangehenden Arbeit. 

































































Tab. 7 (zu Abb. 9). 
" Fir Konzentration in %%, Dyn/em, bei Seifen der 3-Oxy-2-methyl- 
Saure- fettsiuren 
lange | 2 | 0,5} 0,2 | 0,1 | 0,02 | 0,01 | 0,002 | 0,001 | 0,004 0,0002 
Conro | 25,5 | 27,1 | 34 | 34,8 | 39,8] 45 | 57,5 | 61,1 | 70,5 | — 
Cieir | 24,8 | 25,4 | 261 | 29,6 | 35 | 39 | 53,4] 60,4] 66 | — 
Cire | 247 | 25,4 | 25,5 | 26,1 | 31,8 | 34 | 46,9 | 521 | — | 684 
Cicisa | 25,8 | 26,4 | 27,3 | 28,3 | 32,4 | 35,5 | 42,5 | 46,1 | — | 70,5 
Cra | — | 265 | 26,8 | 28,3 | 30,3] 338|41 | 43 | — | 63,5 
Cuis| — (25.7 |26 | 27 | 31,4 | 34,5 | 43,6 | 49,51 — | 705 
Cyr] — | — | 25,5 | 25,5 | 48,4156 | 69 | 696! — | 705 
Cisi19 — —_ 25,5*| 25,5*| 30* | 49,1 | 57,5 | 62,9 70,3 
























, Bi 

So # 

> 

= 6 

> & 

= 55+ 

= 50 

x 

= Ww 

& 

~ 40 
55 
30 
25 


F. L. Breusch 


und E. Ulusoy, 





Bd. 286 (1 
































Abb. 9 und Tab. 7. 
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gehért zu Abb. 3 der vorhergehenden Arbeit. 
Tab. 8 (zu Abb. 10). 
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Konzentration in °%, Dyn/em, bei Seifen der 3-Oxy-3-methyl-fettsiuren 


























































































Saure- 
lange 2 0,5 0,2 0,1 0,02 | 0,01 oon 0,001 | 0,0002] 0,0001 
o/ 0/ 0/ oO 8) / 0 0/ »/ oO 
/0 /0 /0 0 /0 0) /0 /0 /0 
C./5 37,5 | 44,6 | 50 58,2 | 67,2 | 70 — — — 
Cyeji1 | 28,3 | 32,9 | 36,4 | 39 47,1 | 55,7 | 70,5 - — _ 
isis — 27,9 | 31,5 | 33,7 | 46,2 | 55,6 | 70 — = 
Crates — —- 30,5 | 32,8 | 39,9 | 47,2 | 64,9 _ — — 
Coser — — 31,8 | 32,4 | 30,6 | 34,4 | 49,8 | 58,5 | 70 71,4 
Ciatae -—- 32,4 | 33,3 | 32,8 | 33,1 | 35 38,7 | 56 66 
Tab. 9 (zu Abb. 11). 
Fiir Konzentration in °%, Dyn/em, bei Seifen der 3-Oxy-2.3-dimethyl- 
Saure fettsauren 
lange) 2 | 05 { 02 | 0,1 | 0,02 | 0,01 | 0,002 | 0,001 | 0,0002 
ip “0 % “~ wie : oO Yo 10 ) Oo 
Cero | 35.8 | 42 | 47,1 | 53,2 | 63,7 | 71 ae ne sii 
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Abb. 10 und Tab. 8. Oberflichenspannung der Na-Seifen der 3-Oxy-3-methyl- 
fettsiuren bei 26°; gehért zu Abb. 3 der vorhergehenden Arbeit. 
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Abb. 11 und Tab. 9. Oberflachenspannung der Na-Seifen der 3-Oxy-2.3-dimethyl- 
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fettsiuren bei 279; gehért zu Abb. 3 der vorhergehenden Arbeit. 
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Tab. 10 (zu Abb. 12). 
Seiten- | Fiir Konzentration in %, Dyn/em, bei Seifen der 2-Alkyl-myristinséuren 
ketten- 2 0,5 | 0,25 | 0,05 | 0,025 ° | 0,0025 — re 0,00005 
linge 0/ 0/ 0/ 0/ 0/ o 
% | % /0 /0 /0 /0 /0 ) 
Methyl- | — | 30,7 | 29,1 | 34,2 | 37,5 | 49,1 | 68,5 oo — — 
Athyl- — | 29,4 | 29,1 | 33,5 | 37,9 | 48,3 | 54,4 66 — — 
Propy]- — | 29,9 | 29,9 | 31,7 | 36,4 | 44,5 | 49,1 58,6 64,1 69,5 
Butyl- —- | 29,1 | 28,8 | 29,9 | 31 40,9 45,5 55,1 59,2 69,5 
t 5 
2 a1 Qmkn =40 ——> 
> 70 = + = 
> | 
A esr | 
s | | 
CL 
= 1 
= Myristin - 
Sy 55 i saure, rein 
5 5 
Ld 
=) 
3 x 
= 45 Yi Bir 
eS 
So 
40 - é “fl Al 
| sf 
35 
| 
I01— ‘eee 
| 2. 
25 a4 ! ! | bcd \ Bak JL Pr 
7 Q5 Q25 G1 005 0025 007 00025 0001 000025% Pr 
10°? 7°3 n* 70° we 
Konzentration der Seifen —> 
Abb. 12 und Tab. 10. Oberflichenspannung der Na-Seifen der 2-Alkyl-myristin- 
siuren; bei 28°. Gehdrt zu Abb. 4 der vorhergehenden Arbeit. Im Diagramm ist 
zum Vergleich noch reines Natrium-myristinat eingezeichnet. de 
Tab. 11 (zu Abb. 13). ge 
Seiten- Konzentration in %,, Dyn/cm, bei Seifen der 2-Alkyl-stearinséuren fet 
Ketten- | 0,2 | 0,1 | 0,02 | 0,01 | 0,002 { 0,001 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00002 fet 
lange | H}%|% | % | % | % % % % 2. 
Methy]- 24,5 | 24,8 | 33 33,6 | 39,4 | 43,1 60 63,8 66,8 . vo 
Athyl- 25,5 | 27 32,8 | 33,1 | 37,2 | 41,7 | 56,7 64,5 66,4 Hi 
Propyl- 29,9 | 31,3 | 31,7 | 32 33,8 | 40,9 | 52,1 59,4 70,1 
Butyl- 30,6 | 31 31,3 | 32,2 | 38,3 | 48,4 ; 64,9 70,5 71 
Pentyl- 31 32 34,2 |. 35,5 | 49,1 | 61 70 = — 
Hexyl- wee — | 36* | 43,8 | 59,1 | 61,3 | 70,3 71,5 
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Abb. 13 und Tab. 11. Oberflichenspannung der Na-Seifen der 2-Alkyl-stearin- 


shuren bei 27°; gehért zu Abb. 4 der vorhergehenden Arbeit. In der Abb. ist zum 
Vergleich auch reines Natriumstearat angefiihrt. 





Die meisten Saiuren dieser Arbeit haben wir analysenrein selbst hergestellt 
2-Alkyl-myristinsiuren und 2-Alkyl-stearinsiuren haben uns Dr. Weitzel und 
Prof. Thomas, Géttingen, zur Verfiigung gestellt, das du Noiiy-Tensiometer 
Prof. Fahir Yenicay vom physikalischen Institut der Universitat Istanbul, 
wofiir wir danken. 


Zusammenfassung 


Die Oberflichenspannungs-Konzentrationskurven der Seifen folgen- 
der Séuren von C,, bis Cy) in waBriger 0,l-proz. Na,CO,-Lésung wurden 
gemessen: Normale Fettsiuren; Alkyl-sulfate; A®%-Fettsiuren, 2-Oxy- 
fettsiuren; 3-Oxy-fettsiuren; 2.3-Dioxy-fettsiuren; 3-Oxy-2-methyl- 
fettsiuren; 3-Oxy-3-methyl-fettsiiuren; 3-Oxy-2.3-dimethyl-fettsduren ; 
2-Alkyl-myristinséuren von Methyl bis Butyl; 2-Alkyl-stearinséiuren 
von Methyl bis Hexy]. 

Zwischen der Oberflichenspannung von Seifenl6sungen und ihrer 
Himolysekapazitit l48t sich kein direkter Zusammenhang finden. 
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Synthese von 2- und 3-methylierten 3-Oxy-fettséuren 
Von 
F. L. Breusch und E. Ulusoy 
Aus dem II. Chemischen Institut der Universitat Istanbul 
(Der Schriftleitung zugegangen 2m 19. Juli 1950) 


In den voranstehenden Arbeiten wurden homologe Reihen ver- 
schieden konstituierter Fettsdiuren gebraucht, um haimolytische Eigen- 
schaften und Oberflichenspannungen von Seifen zu messen. 

Von methylverzweigten 3-Oxy-fettsiuren* waren niedrige Glieder 
bekannt und sind im Beilstein zu finden. Interessant fiir Haimolyse- 
kapazitét und Oberflaichenspannung sind nur Seifen der Kettenlainge 
zwischen C,y und C,,. 

Deswegen wurden die 3-Oxy-2-methyl-fettsiuren C,9/Cy bis Cy9/C,s, 
die 3-Oxy-3-methyl-fettsiuren C,/C, bis C,,/C,, und die 3-Oxy-2.3-dime- 
thyl-fettsiuren C,,/C, bis C,,/C,, hergestellt. Spaltung der racemischen 
Sauren wurde nicht versucht. Da die Siuren meist fliissig sind, wurden 
von allen kristallisierte Derivate hergestellt. Als Derivate wurden Bis- 
(p-dimethylaminophenyl]-ureide nach Breusch und Ulusoy! und 
Zetzsche tnd Réttger?, sowie #-Brombenzyl-pseudo-thiuronium- 
salze nach Barlett und Henry® verwendet. Beide Derivate haben den 
Vorteil, daB sie zur Schonung der empfindlichen Hydroxyfettsiuren bei 
oder kurz itiber Zimmertemperatur hergestellt werden und daB die fiir 
die Darstellung von Aniliden nétige Uberfiihrung in Siurechloride weg- 
fallt. 

Die Synthese erfolgte nach Reformatzky’. 
was 


CH,-[CH,]xCO + Br-CH-COOC,H, “" > CH,-[CH,]x-C-CH-COOC.H, 
| | | 
| ' | 
R R RR 


Aldehyd oder Methylketon Brom-essigester oder 3-Oxy-2.3(R)-ester 
Brom-propionester 


R ist entweder —H oder —CH. 
Serie I CH,-[CH,]x CH(OH)-CH(CH;)-CO,H 
3-Oxy-2-methy]-fettsauren 
Serie II CH,-[CH,]jx C(OH)(CH;):CH,-CO,H 
3-Oxy-3-methyl-fettsiuren 
Serie III CH,-[CH,]x-C(OH)(CH;)-CH(CH;)-CO,H 
3-Oxy-2.3-dimethyl-fettsiuren. 


Es entstehen 
nach der Ver- 
seifung 


* Die Carboxylgruppe ist als 1 gezihlt; 2-Methyl- ist «-Methyl; 3-Oxy- ist 
-Oxy. 
4 ! ¥. L. Breusch u. E. Ulusoy, Arch. Biochem. 11, 489 [1946]. 
2 F. Zetzsche u. G. Réttger, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1599, 2095 [1939]. 
3 'T. D. Barlett u. G.S. Henry, J. Amer. chem. Soc. 68, 3526 [1941]. 
4S. Reformatzky, Ber. dtsch. chem. Ges. 20, 1210 [1887]; Referatartikel 
dazu: R. L. Shriner, in R. Adams, Organic Reactions, New York 1942, Vol. 1, 
Ss. 1. 
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Beschreibung der Versuche 


Kondensation: 0,1 Mol Aldehyd oder Keton wurden mit 0,1 Mol 2-Brom- 
essigester oder 2-Brom-propion-ester in 20 ccm einer 1/1-Mischung von trockenem 
Benzol und Ather gelést. Bei Umsetzung der héheren schwerer reagierenden Ke- 
tone wurde eine héher siedende Mischung von Benzol-Toluol verwendet. 

In einem 500-ccm-Ballon mit drei Anschliissen (fiir Elektroriihrer, RiickfluB- 
kihler und 100-ccm-Tropftrichter, mit CaCl,-Verschliissen) wurden 7 g Zinkpulver 
(mit 2-proz. HCl gewaschen, dann mit W: aseer, Alkohol, Aceton, schlieBlich bei 
100° im Vakuum getrocknet und gleich verwendet) eingebracht. Durch den seit- 
lichen Tropftrichter wurden 5 ccm der oben angegebenen Mischung zuflieBen ge- 
lassen, dann unter dem Kolben durch ein Luftbad (Asbestdrahtnetz in 3 cm Ab- 
stand mit Mikrobrenner darunter) leicht erwirmt, das Ganze durch den Elektro- 
riihrer kraftig geriihrt und die Reaktion durch ein Kérnchen Jod in Gang gebracht. 
Die restliche Reaktionsmischung wurde nach Abstellung der Heizung, unter 
Weiterriihren, so zuflieBen gelassen, da gerade leichtes Sieden im Gang blieb. 
Die Reaktion war nach 30—40 Min. zu Ende. Man kochte unter Riickflu8 noch 
1 Stde., kiihlte, und gab unter Riihren langsam 80 ccm 10-proz. H,SO, zu, bis das 
iibriggebliebene Zink fast ganz verschwunden war. 

Man gab wenig Ather zu, trennte die Schichten, atherte die wiBrige Schicht 
einmal aus, schiittelte die vereinigten atherischen Schichten erst mit 10-proz. 
H,SO,, dann mit 10-proz. Na,CO,-Lésung, dann zweimal mit dest. Wasser. Aus der 
mit Na, 280, getrockneten A therlésung wurde der A ther durch freiwillige Verdunstung 
an der Luft, zuletzt im Vakuum entfernt. Die 3- Oxy-fettsiure-athylester lieBen 
sich bei den niederen Gliedern unzersetzt im Vakuum destillieren, die héheren 
spalteten dabei teilweise Wasser ab. Deswegen wurden durchweg die undestillierten 
Rohester weiterverseift. 

Verseifung der 3-Oxy-methyl-fettsiure-ithylester: 5 ccm des Esters 
wurden bei Zimmertemperatur mit 10-proz. alkoholischer Kalilauge in 10-proz. 
Uberschu8 24 Stdn. belassen. Dann wurde in weiteren 24 Stdn. der Alkohol aus 
der Lésung in flachen Petrischalen bei Zimmertemperatur weggedampft, der Riick- 
stand in 200 ccm dest. Wasser gelést und aus der alkalischen Loésung das Un- 
verseifte bis zur vollstandigen Klarheit ausgedithert, was bei héheren Hydroxy- 
fettsiuren manchmal mehrere Tage dauerte. “Die abgetrennten vollstandig klaren 
waBrigen Lésungen wurden mit verd. H,SO, angesduert, die meist fliissigen, in 
Wasser praktisch unléslichen Fettsauren mit wenig Ather aufgenommen, der Ather 
mehrfach mit Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet, bei Zimmertemperatur 
abgedampft und die zuriickbleibenden farblosen, fliissigen Saéuren iiber Paraffin 
und P,O, im Vakuum mehrere Tage getrocknet. Die Sauren wurden nicht im Va- 
kuum destilliert, da ihre Analysenwerte dadurch schlechter wurden. 

Fast alle Saéuren waren in diesem Zustand analysenrein. Sie wurden alle 
wochenlang bei —17° aufbewahrt, wobei die héheren kristallisierten; diese wurden 
bei —17° umkristallisiert. 

Derivate: Bis-{dimethylamino-phenyl]-ureide wurden so hergestellt, 
daB 100 bis 300 mg trockene Fettsiure in 10 ccm Ather mit etwas mehr als der 
berechneten Menge einer 5-proz. Lésung von _ Bis-[p-dimethylamino-pheny]]- 
carbodiimid in Ather 3 Stdn. unter Riickflu8 gekocht wurden! 2. Manchmal bildeten 
sich dabei schon direkt Kristalle, manchmal erst nach Einengung der Lésung auf 
2/, und Abkiihlung auf —17°. Die Ausbeute an Ureiden war 60 bis 80°}. Sie lieBen 
sich aus Athanol oder Aceton umkristallisieren. Wegen ihres relativ hohen N-Ge- 


haltes waren sie gut zu analysieren. 


N-C,H,-N(CH3), HN-C,H,:N(CH,). 

I | 

C mo CO 

| | 
R-CH,-COOH +- N-C,H,-N(CH,), R-CH,-CO-N-C,H,-N(CH;), 


Bis-[p-dimethylaminopheny]]-ureide 


Bis-[p-dimet hylaminopheny!]- 
Fettsdure carbodiimid 
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p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniumsalze: 100 bis 300mg in 2ccm 
50-proz. Athanol geléste oder suspendierte Fettsiure wurde mit n-alkohol. Kali- 
lauge gegen Phenolphthalein neutralisiert, dazu etwas mehr als die berechnete 
Menge p-Brom-benzy]-pseudo-thiuroniumbromid, gelést in méglichst wenig heiBem 
Athanol zugegeben. Man kiihlte 24 Stdn., filtrierte die ausgefallenen Kristalle, 
wusch mit Wasser und kristallisierte (schw ierig) aus Methanol, Athanol oder Aceton 
um*, Ausb. 10—20%; die Schmelzpunkte in homologen Reihen sind fast identisch, 
aber bei verschiedener Substitution der Fettsiure verschieden. 








H,N — 
CH,-[CH,]x-COO- K+ + Br- SC-8:< »-Br 
HNY \— 
K-Seife der Fettsiure Bromid des p-Brombenzyl- 
pseudo-thiuroniums 
H.N ei 
CH,-[CH,]x-COO- CS: Br 
H,N” 


Fettsaures Salz des p-Brom-benzyl- 
pseudo-thiuroniums 


3-Oxy-2-methyl-nonansaure (Serie I; x = 5). 
partierts an freier Séure 70°; fliissig; nn = 1,4508; ny = 1,4321. 
C,)H.,0,. Ber. C 63,83, H 10,64. 
; Gef. C 64,02, H 10,62. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 188. Gef. 186. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminopheny]]-ureid, farblose Krist. aus Athanol 
umkrist., Schmp, 125—127°. 
C,,H,,0O,N,. Ber. N 11,97. 
Gef. N 11,80. 
Salz des p-Brombenzol-pseudothiuroniums, farblose Kristalle, aus 
Aceton, Schmp. 147° 
"C,,H,,0,N,SBr. Ber. N 6,47. 


Gef. N 6,84. 
3-Oxy-2-methyl-caprinsaure (Serie I; x = 6). 
Ausbeute an freier Saiure 71%; fliissig; n > 1,4481; = 1,4327. 


C,,H,.0;. Ber. C 65,35, H 10,89. 
Gef. C 65,44, H 10,68. 
Sauretitration, Molekulargew.: Ber. 202. Gef. 201. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminopheny]]-ureid, farblose Krist. aus Athanol, 
Schmp. 122—123°, 
C,,H,,0,N,. Ber. N 11,62. 
Gef. N 11,75. 
Salz des p- Brombenzyl- pseudothiuroniums, farblose Kristalle aus 
Aceton, Schmp. 150°. 
C,,H3;,0,N,SBr. Ber. N 6,27. 
Gef. N 6,72. 
3-Oxy-2-methyl-undecansaure (Serie I; x = 7). 
Ausbeute an freier Saure 83°/,; fliissig; nj; = 1,4510; nj)’ = 1,4355. 
C,,H,,0;. Ber. C 66,67, H 11,11. 
Gef. C 65,98, H 11,01. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 216. Gef. 218. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 117—118°. 
C,95H,,0,N,. Ber. N 11,29. 
Gef. N 11,50. 
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Salz des p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniums, farblose Kristalle aus 
Aceton, Schmp. 150°. 
C,,H;,;0;N,SBr. Ber. N 6,08. 
Gef. N 6,46. 
3-Oxy-2-methyl-laurinsiure (Serie I; x = 8). 
Ausbeute an freier Saiure 80°. Kristallisiert in der Kalte, aus Petrolather 
umkrist., Schmp. 30—32°; farblos; nj) 1,4380. 
C,,H,,0;. Ber. C 67,82, H 11,31. 
Gef. C 67,50, H 11,30. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 230. Gef. 227. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Aceton, Schmp. 132—133°. 
C,>H,,0,N,. Ber. N 10,98. 
Gef. N 10,80. 
Salz des p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniums, farblose Kristalle aus 
Methanol, Schmp. 144—145°. 
C,,H,;0,N,SBr. Ber. N 5,90. 
Gef. N 6,27. 
3-Oxy-2-methyl-tridecansaure (Serie I; x = 9). 
Ausbeute an freier, krist. Siure 78°/. Aus Petrolather umkrist., Schmp. 36—38°. 
(or 
Np = 1,4420. 
C,,H,,0;. Ber. C 68,85, H 11,48. 
Gef. C 69,11, H 11,62. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 244. Gef. 249. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Aceton, Schmp. 130—131°. 
Cz,;H,,0,N,. Ber. N 10,69. 
Gef. N 10,44. 
Salz des p-Brom-benzol-pseudo-thiuroniums, farblose Kristalle aus 
Aceton, Schmp. 140—141°. 
C,,H;;0,N,SBr. Ber. N 5,73. 
Gef. N 5,65. 
3-Oxy-2-methyl-myristinsaiure (Serie I; x = 10). 
Ausbeute an freier Saiure 80°,. Aus Petrolither farblose Kristalle, Schmp. 
48—50°, ni? — 1,4390. 
C,;H3,0;. Ber. C 69,77, H 11,63. 
Gef. C 70,50, H 11,67. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 258. Gef. 259. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 123—124°, 
C3,H;903N,y. Ber. N 10,40. 
Gef. N 10,82. 
Salz des p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniums, farblose Kristalle 
Schmp. 126—127,5°. 
C.,3H3g0;N,SBr. Ber. N 5,54. 
Gef, N 5,72. 
3-Oxy-2-methyl-palmitinsaure (Serie I; x = 12). 
Ausbeute an freier Saure 25°,, aus Petrolither oder Ather umkrist., Schmp. 
54—55°, 
C,;H;,0;. Ber. C 71,33, H 11,89. 
Gef. C 72,00, H 12,06. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 286. Gef. 278. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 286 i3 
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Derivat: Bis-[p-dimethylaminopheny]]-ureid, farbl. Kristallle aus Athanol, 
Schmp. 114—115°. 
C;,H;,O,N,. Ber. N 9,89. 
Gef. N 10,20. 
3-Oxy-2-methyl-stearinsaure (Serie I; x = 14). 
Ausbeute an freier Séure nur noch 12°/,, umkrist. aus Petrolather, Schmp. 
60—61°. 
C,9H,,0;. Ber. C 72,61, H 12,10. 
Gef. C 73,53, H 12,30. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 314. Gef. 305. 
3-Oxy-3-methyl-caprylsaure (Serie II; x = 4). 
Ausbeute an freier Saure 80°, farblos, fliissig. nel = 1, 4490; nj’ = 1,4328. 
C,H,,0;. Ber. C 62,07, H 10,34. 
Gef. C 62,21, H 10,38. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 174. Gef. 170. 
Derivat: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol-Acetonmischung, Schmp. 150°. 
C,,H,,0,N,. Ber. N 12,33. 
Gef. N 11,90. 
3-Oxy-3-methyl-caprinsaure (Serie II; x = 6). 
Ausbeute an freier Saure 82°, fliissig, farblos; ni 1,4498; nie = 1,4351. 
C,,H,,0,. Ber. C 65,35, H 10,89. 
Gef. C 65,31, H 10,87. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 202. Gef. 205. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 106—108°. 
C,,H,,0,;N,. Ber. N 11,62. 
Gef. N 11,27. 
Salz des p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniums, farblose Kristalle, 
Schmp. 111—112°. 
C,,H;,0,N,SBr. Ber. N 6,26. 
Gef. N 6,43. 
3-Oxy-3-methyl-laurinsaure (Serie II; x = 8). 
Ausbeute an freier Séure 83°; fliissig, viskos. tt 1,4521; n nn — = 1,436). 
C,;H,,0,. Ber. C 67,82, H 11,31. 
Gef. C 67,22, H 11,18. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 230. Gef. 230. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol oder Athylacetat, Schmp. 103—104°. 
C,,H;,,0;N,. Ber. N 10,98. 
Gef. N 11,18. 
Salz des p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniums, farblose Kristalle, 
Schmp. 107,5—108,5°. 
C,,H,,0,N,SBr. Ber. N 5,90. 
Gef. N 6,06. 
3-Oxy-3-methyl- -myristinséure (Serie II; x = 10). 
Ausbeute an freier — 77%, aus Ather oder Petrolather, farblose Kristalle 
vom Schmp. 25—27°. ni — = 1,4428. 
C,,H,,0,. Ber. C 69,77, H 11,63. 
Gef. C 69,82, H 11,57. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 258. Gef. 259. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 96—98°. 
C,,H;,0,N,. Ber. N 10,41. 
Gef. N 10,23. 
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Salz des p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniums, farblose Kristalle, 
Schmp. 104—105°. 

C,3H,,0,N,SBr. Ber. N 5,56. 
Gef. N 5,60. 
3-Oxy-3-methyl-palmitinsaure (Serie II; x = 12). 

Ausbeute an freier Saéure 75°, aus Petrolither farblose Kristalle, Schmp. 
38—40°. ni) = 1,4439. . 
C,,H,,0;,. Ber. C 71,33, H 11,89. 

Gef. C 71,06, H 11,84. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 286. Gef. 288. ; 
Derivat: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 98—99°. 
C,,H;,0,;N,. Ber. N 9,89. 
Gef. N 9,60. 
3-Oxy-3-methyl-stearinsaure (Serie II; x = 14). 

Ausbeute an freier Siure 78°/,; aus Petrolaither farblose Kristalle, Schmp. 
39420, ni —. 1,4445. 

C,,H,,0;. Ber. C 72,61, H 12,10. 
‘ Gef. C 72,58, H 11,98. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 314. Gef. 318. 
Derivate: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 87—89°. 
C,,H;,0,N,. Ber. N 9,43. 
Gef. N 9,21. , 
Salz des p-Brombenzyl-pseudo-thiuroniums, farbloss Kristalle, 
Schmp. 100—102°. 
C,,H,,0,;N,SBr. Ber. N 5,01. 
Gef. N 4,85. 
3-Oxy-2.3-dimethyl-caprylsaure (Serie III; x = 4). 

Ausbeute an freier Séure 859%. Farblose Fliissigkeit. n23 = 1,4520; — = 
1,4340. 

C,,H,,0;. Ber. C 63,83, H 10,81. 
Gef. C 63,53, H 10,81. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 188. Gef. 190. 
Derivat: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 145—146°. 
C,,;H,,O_N,. Ber. N 11,97. 
Gef. N 11,55. 
3-Oxy-2.3-dimethyl-caprinsaure (Serie III; x = 6). v 

Ausbeute an freier Siure 76°/,. Farblose Fliissigkeit. nis = 1,4538; np = 
1,4375. 

C,,H,,03. Ber. C 66,67, H 11,11. 
Gef. C 66,40, H 10,99. 
Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 216. Gef. 213. 


Derivat: Bis-[p-dimethylaminopheny]]-ureid, ‘farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 116—117°. 
C,,H,,0,N,. Ber. N 11,29. 
Gef. N 11,35. 
3-Oxy-2.3-dimethyl-laurinsaure (Serie III; x = 8). 
Ausbeute an freier Saure 66%. Farblose Fliissigkeit. at = 1,4559; nid = 
1,4390. 
C,,H,,0;. Ber. C 68,85, H 11,48. 
Gef. C 68,17, H 11,18. 
13* 
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Sauretitration, Mol.-Gew.: Ber. 244. Gef. 240. 
Derivat: Bis-[p-dimethylaminophenyl]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 99—101°. 
C;,H,,0;N,. Ber. N 10,69. 
Gef. N 10,28. 
3-Oxy-2.3-dimethyl-myristinsaure (Serie III; x = 10). 
Ausbeute an freier Saure 66°%. Aus wenig Petrolither bei —17° farblose 
Kristalle, Schmp. 28—29°, ns (fliissig) = 1,4572; nj’ = 1,4408. 
C,,H3,0;. Ber. C 70,69, H 11,76. 
Gef. C 70,51, H 11,66. 
Derivat: Bis-[p-dimethylaminopheny]l]-ureid, farblose Kristalle aus 
Athanol, Schmp. 96—98°. 
C43H5,0;Ny. Ber. N 10,15. 
Gef. N 10,18. 


Zusammenfassung 


Folgende racemische Saéuren wurden nach Reformatzky syn- 
thetisiert: 3-Oxy-2-methyl-fettsiiuren der geraden Kettenlinge Cy, Cio, 
Cry» Cro, Cyg, Cra, Cre, Cig; 3-Oxy-3-methyl-fettsauren Cy, Cyo, Cyp, Cyg, Cie, 
Cig; 3-Oxy-2.3-dimethyl-fettsiuren C,, Cy , C,., C,4. Als kristallisierte 
Derivate der meist fliissigen Fettsiuren wurden Bis-[p-dimethylamino- 
phenyl ]-ureide und #-Brom-benzyl-pseudo-thiuroniumsalze dargestellt. 


Uber die Gegenstromverteilung von Pterinen 
Von 
H, M. Rauen und H, Waldmann 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen cm 14. August 1950) 


Untersuchungen iiber Herkunft und physiologische Bedeutung des 
Harnxanthopterins! und anderer Pterine im Intermediarstoff- 
wechsel erfordern eine Routinemethode, die sehr geringe Mengen fluores- 
zierender Pterine sicher zu charakterisieren und auch quantitativ zu 
bestimmen erlaubt. Wir glaubten, die Gegenstromverteilung 
Craigs? hierzu gebrauchen zu kénnen und berichten im folgenden tiber 
bisherige Erfahrungen. 

Schépf und Becker? chromatographierten Extrakte aus den Fliigeln von 
Pieriden und anderen Schmetterlingen oder angereicherte Lésungen von Pterinen 


an die gebrauchlichen Adsorbenzien Aluminiumoxyd, Frankonit KL und Floridin 
XXF aus 0,004-n. waBriger Salzsiure oder 0,01-n. Salzsiure in Methanol, wodurch 


1H. M. Rauen u. C. v. Haller, diese Z., im Druck. 
2 L.C. Craig, J. biol. Chemistry 155, 519 [1944]. 
3 ©. Schépf u. E. Becker, Liebigs Ann. Chem. 524, 49 [1936]; insbes. 
FE. Becker u. C. Schépf, Liebigs Ann. Chem. 524, 124 [1936]. 
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sich einzelne Pterine im Verein mit Fluoreszenzuntersuchungen recht gut charak- 
terisieren bzw. (Xanthopterin) in bestimmtem GroéBenbereich auch mengenmaBig 
abschatzen lieBen. Zur qualitativen Bestimmung eignet sich auch die einfachere 
Papierchromatographie, wohl erstmalig von Crammer‘ auf Pterine angewandt 
und von Good und Johnson5 eingehender untersucht. Mit dem von Partridge® 
angegebenen Butanol-Eisessig-Gemisch lassen sich verschiedene Pterine als 0,1- 
proz. Lésungen in 0,5-n. NH,OH gut voneinander trennen und durch die Rr-Werte 
charakterisieren. Schwierig wird die Identifizierung von Pterinen, deren Rr-Werte 
sich nicht sehr voneinander unterscheiden. Auch kénnen sie quantitativ wohl kaum 
mit einiger Sicherheit bestimmt werden, etwa aus dem Vergleich der Fluoreszenz- 
intensitaéten der Flecken auf dem Chromatogramm mit denen von Pterinlésungen 
bekannten Gehaltes. Zu welchen Aussagen die Papierchromatographie qualitativ 
fahig ist, zeigen neue Arbeiten von Weygand, Wacker und Schmied- Kowar- 
zik’. Mit einem homogenen Gemisch von sek. Butanol-Ameisensaure- Wasser kann 
zwischen 2-Amino-6-oxy-pteridin-carbonséure-(8) und -carbonsaure-(9) unter- 
schieden werden. 

Zur Gegenstromverteilung von Pterinen erschien nach Vorversuchen 
n/50-Salzsiure, mit oder ohne 1% Kochsalz (zur besseren Phasen- 
trennung) als waBrige und 2-Butanol als organische Phase am geeig- 
netsten. Wir verwandten den Originalapparat von Craig und Post® 
aus nichtrostendem Stahl mit 24 Rohren. Die im folgenden wieder- 
gegebenen Kurven wurden durch 34-fache Verteilung (einfaches Weiter- 
drehen der oberen Trommel) von je etwa 30—60y Pterin und fluoro- 
metrischer Vermessung aliquoter Mengen der waBrigen Phasen nach 
Zusatz von alkalischem Puffer oder 1/2-Sodalésung erhalten. Als Fluores- 
zenzstandard diente eine Lésung von Chininsulfat (1,5 y Chininbase/eem 
n/10-Schwefelsiure). Kurve I in Abb. 1 gibt den Verteilungsverlauf 
von 2-Amino-6-oxy-pteridin (Pteridoxamin*) wieder. Kurve II 
wurde mit einem synthetischen und Kurve IIT mit einem natiirlichen 
Praparat von Xanthopterin (2-Amino-6.8-dioxy-pteridin, 8-Oxy- 
pteridoxamin) erhalten. Der gleichschenklige Verlauf der drei Kurven 
zeigt an, daB es sich um Praparate handelt, die frei von fluoreszierenden 
Verunreinigungen sind. Kurve IV entspricht der 2-Amino-6-oxy- 
pteridin-carbonsiure-(8) (Pteridoxamin-carbonsiure-(8). Das Praparat 
war nicht vollig rein, erkennbar am flacheren Anstieg des linken Kurven- 
astes. Kurve V erhielten wir mit einem Praparat von 2-Amino-6-oxy- 
pteridinaldehyd-(8) (Pteridoxamin-aldehyd-(8). Die zweigipflige Kurve 
1aBt zwei Verbindungen erkennen, deren Verteilungsmaxima sich deut- 
lich voneinander unterscheiden. Nach Riicksprache mit Hrn. Prof. Dr. 


4 Crammer, Nature [London] 161, 349 [1948]. 
5 P.M. Good u. A. W. Johnson, Nature [London] 163, 31 [1942].} 
6 §. M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
7 F. Weygand, A. Wacker u. V.Schmied-Kowarzik, Experientia 6, 
184 [1950]. 
8 L. C. Craig u. O. W. Post, Ind. Engng. Chem. anal. Ed. 16, 413 [1944]. 
* H. Wieland nannte das dieser Verbindungsklasse zugrundeliegende Ring- 
system Pteridin; vgl. R. Purrmann, Die Farbstoffe der Schmetterlinge, Die 
Chemie 56, 253 [1943]. Da nun den meisten biologisch wichtigen Pterinen das 
2-Amino-6-oxy-pteridin zugrunde liegt, wird zur Vereinfachung von Schreibweise 
und Nomenklatur die Bezeichnung Pteridoxamin vorgeschlagen. 
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Abb. 1. Verteilungsverlauf bei der Gegenstromverteilung verschiedener Pterine. 
WaBrige Phase: n/50-HCl, organ. Phase: n-Butanol. Kurve I: 2 Amino-6-oxy- 
pteridin (Pteridoxamin), II: synthet., III: uatiirl. Xanthopterin, IV: Pteridox- 
amin-carbonsaure-(8), V: Gemisch von Pteridoxamin-aldehyd-(8) mit -aldehyd-(9). 


F. Weygand, Heidelberg, dem wir das Priparat verdanken, diirfte 
es von der Synthese her mit dem isomeren 2-Amino-6-oxy-pteridin- 
aldehyd-(9) (Pteridoxamin-aldehyd-(9)) verunreinigt sein, dem also der 
erste, niedrigere Gipfel zukommt. Die Verteilungsmaxima der beiden 
isomeren Pteridoxaminaldehyde liegen so weit auseinander, da8 auch 
eine praparative Trennung durch Gegenstromverteilung aussichtsreich 
erscheint. 

Aus Abb. 1 ist ersichtlich, daB sich die aufgefiihrten Pterine durch 
die Lage ihrer Verteilungsmaxima iiber der Abszisse charak- 
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terisieren lassen. Folgende ,,Abszissenzahlen‘“‘ wurden -bis jetzt er- 
halten: 








Pterin Abszissenzahl 
tare OmmNnR 927-6) <5) ss. ce e's) 2 he 7 
8-Oxy-pteridoxamin (Xanthopterin) ..... 15 
9-Oxy-pteridoxamin (Isoxanthopterin) .. . . 15 
Pteridoxamin-aldehyd-(8).......... 20 
Pteridoxamin-aldehyd-(9).......... 5 
Pteridoxamin-carbonséure-(8) ........ 17 
Pteridoxamin-carbonsdure-(9)*. ....... -— 
8.9-Dioxy-pteridoxamin (Leukopterin)* .. . — 





* Die beiden Verbindungen konnten wegen zu schwerer Lislichkeit nicht 
verteilt werden. 


Wenn der Verteilungskoeffizient einer Substanz in einem be- 
stimmten Verteilungssystem bekannt ist, lassen sich die theoretischen 
Kurven berechnen®. Da dies Verfahren im Prinzip bekannt ist, gehen 
wir hier zunachst noch nicht naher darauf ein. Mit ihm ist es z. B. még- 
lich, die prozentualen Anteile an Pteridoxamin-aldehyd-(8) und -aldehyd- 
(9) im obigen Aldehydgemisch zu bestimmen. Es ist nur erforderlich, 
den Fluoreszenzstandard mit reinen Pterinpraparaten zu eichen. Abb. 5 
im Versuchsteil gibt hierfiir einige Beispiele. Sie zeigen, daB gleiche 
Gewichtsmengen oder gleiche Molgewichte von Pterinen im selben 
Milieu nicht die gleichen Fluoreszenzintensititen haben. Dieses Ver- 
fahren zur quantitativen Bestimmung mehrerer Pterine durch Gegen- 
stromverteilung kann zur Untersuchung des Syntheseverlaufs und aller 
fermentativen Umwandlungen von Pterinen erhebliche Bedeutung 
erlangen. 


Das in n/50-Salzsiure schwerer als die obigen Pterine lésliche 
9-Oxy-pteridoxamin (Isoxanthopterin) ergab eine hier nicht wieder- 
gegebene viel flacher verlaufende Verteilungskurve, deren Maximum 
iiber demjenigen des Xanthopterins lag. Die beiden isomeren 8- und 
9-Oxy-pteridoxamine sind somit durch Gegenstromverteilung im an- 
gewandten System nicht voneinander zu unterscheiden. Man erkennt 
sie aber u.a. an der Fluoreszenzfarbe: Xanthopterin fluoresziert in 
alkalischem Milieu blaugriin, Isoxanthopterin violett. Das offenbar 
noch schwerer lésliche 8.9-Dioxy-pteridoxamin (Leukopterin) konnte 
iiberhaupt nicht verteilt werden, jedenfalls ergab sich beim Vermessen 
der waBrigen Phasen nach Versetzen mit 5-n. Natronlauge!® keine 
Fluoreszenz. Ebenso erfolglos verliefen die Versuche zur Verteilung 
der Pteridoxamin-carbonsiure-(9). 

Einen inversen Kurvenverlauf erhieiten wir mit dem oben genannten 


® B. Williamson u. L.C. Craig, J. biol. —— 168, 687 [1947]; S. V. 
Liebermann, ibid. 178, 63 [1948]. 
10 P. Decker, diese Z. 274, 223 [1942]. 
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Pteridoxaminaldehyd-Praparat beim Gebrauch von schwach alkalischem 
Phosphatpuffer (m/15, pg 7,3) und -Butanol als Verteilungsgemisch 
(Kurve I, Abb. 2). Nun lag das Verteilungsmaximum des 8-Aldehydes 





ara 
38 
= 











024 6 8 10 T2 14 16 18 20 
Anzahl der Verfeilungen —> 


Abb. 2. Kurve I: Verteilungskurve des Aldehydgemisches V von Abb. 1 in m/15- 
Phosphatpuffer, pq 7, 3, und n-Butanol; Kurve II: dasselbe nach 120 Min. langer 
UV-Bestrahlung des Praparats. 


iiber 1,5 und das des 9-Aldehydes iiber 10 der Abszisse. Durch Bestrahlen 
mit Ultraviolett (120 Min., Analysenquarzlampe) wurde der 9-Aldehyd 
schneller zerstért als der 8-Aldehyd, so daB die Verteilungskurve des 
Bestrahlungsproduktes nur noch‘ein Maximum iiber 1,5 der Abszisse 
besaB (Kurve II). Dies Verhalten bietet eine zweite Méglichkeit, zwi- 
schen den beiden isomeren Aldehyden zu unterscheiden. Durch Unter- 
suchungen von Lowry, Bessey und Crawford" ist bekannt, daB 
der 8-Aldehyd unter Einwirkung von Ultraviolett bei Anwesenheit von 
Sauerstoff in die 8-Carbonsaure iibergeht. Diese hatte jedoch im hier 
gebrauchten Verteilungssystem das gleiche Verteilungsmaximum wie 
der 8-Aldehyd. Xanthopterin wanderte in diesem alkalischen Vertei- 
lungssystem etwas weiter nach rechts, mit dem Maximum iiber 3 der 
Abszisse. Im stirker alkalischen Milieu verteilten sich die untersuchten 
Pterine iiberhaupt nicht mehr, und auch das starker saure Milieu bot 
gegeniiber der Konzentration von /50-Salzsiure keine Vorteile. 

Bei Versuchen, die Pteroylglutaminsaure zu verteilen, fanden 
wir die zunachst erreichbaren Handelspraparate mit blaufluoreszierenden 
Pterinen verunreinigt. Reine Pteroylglutaminsiure fluoresziert nicht. 
Versetzt man jeweils gleiche Mengen der Handelsprodukte mit verd. 
Salzsiure, so fallt nach kurzer Zeit die freie Pteroylglutaminsiure aus. 
In aliquoten Anteilen der klar zentrifugierten iiberstehenden Losungen 
kann man dann nach Zusatz von alkalischem Puffer die Beimenge 
fluorometrisch bestimmen: 








11 QO. H. Lowry, O. A. Bessey u. E. J. Crawford, J. biol. Chemistry 180, 
389 ([1949]. 
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,»,Fluoreszenzzahl*‘ 

Pteroylglutaminsaiurepriparat (Na-Salz) (% Standard- 

fluoreszenz) 
I PaMUNEIEMRINO SS 2 oy opie esc, id one” Vy. Soh Goes 42,8 
II BUIMPPEET Rs ce, <o0 00 ys) 0 lle oh sy 8s) el 49,3 
III ELS Lo SI SASS I eer a ie eae er er 97,0 
IV JTC 1 a ey ga 70,8 
V LS Se er a ree 36,0 
VI SU NSERAATEN Rvs, Sse" ahve io Se Ge x6 “ey sro eh pore 8 20,6 
VII Meee eae: ss ee. Ge a) a oe, SE 22,5 
VIII grees Prapérat . . 2.8 eh 15,2 





Die ,,Fluoreszenzzahlen“ gelten als MaB fiir die Menge der fluores- 
zierenden Beimengen unter den im Versuchsteil eingehaltenen Arbeits- 
bedingungen. Im allgemeinen waren die F. Z. der Priparate in Am- 
pullen gré8er als in Tabletten. Das von einer Firma als rein bezeichnete 
Praparat besaB eine F. Z. von 15,2, wogegen das unreinste, schon dunkel- 
braun verfarbte Praiparat eine F. Z. von 97 aufwies. 

Wiahrend also die F. Z. ein MaB fiir die gesamten fluoreszierenden 
Beimengen der Pteroylglutaminsiaure-Praparate sind, ergab die Gegen- 
stromverteilung der salzsauren Extrakte ein Bild von ihrer Natur. 
Abb. 3 enthalt die Verteilungskurven der fluoreszierenden Beimengen 
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Abb. 3. Verteilungskurven der fluoreszierenden Beimengen von 4 Handels- 
praparaten von Pteroylglutaminsiure (I—IV). Kurve V: Reine Pteroylglutamin- 
saure. 


von vier Handelspriparaten der Pteroylglutaminsiiure, darunter auch 
ein amerikanisches Praparat (I). Sie sind zwar alle mit den gleichen 
Pterinen verunreinigt, enthalten jedoch verschiedene Mengen davon. 
Die erste Verunreinigung mit dem Abszissenwert 7 ist mit Pteridoxamin 
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identisch, die zweite, mit dem Abszissenwert nahezu 20 mit Pteridox- 
amin-aldehyd-(8). Diese Verbindungen kénnen sekundare Spaltprodukte 
der Pteroylglutaminsaure sein, die nach einem sogleich zu besprechenden 
Abbauweg entstehen oder ihnen von der Synthese her noch anhaften. 
Reine Pteroylglutaminsaure erhalt man durch 6fteres Auswaschen mit 
verd. Salzsiure. Zu unseren Fermentversuchen, iiber die wir spater 
berichten, verwandten wir Priparate, deren letzte Waschfraktion die 
Verteilungskurve V in Abb. 3 ergab, also frei war von fluoreszierenden 
Substanzen. Reine Pteroylglutaminsaéure ist also durch eine Ver- 
teilungsgerade eines schwach salzsauren Extraktes gekennzeichnet. 
Die Verwendung mit fluoreszierenden Pterinen verunreinigter Praparate 
von Pteroylglutaminséure zu therapeutischen oder Versuchszwecken 
erscheint zunachst nicht unbedenklich, da der Pteridoxamin-aldehyd-(8) 
ein starker Inhibitor einer Reihe von Flavinfermenten ist!» ?2, 

Nach Bloom et al.}* geht Pteroylglutaminsiure (I) durch Ultra- 
violett in eine fluoreszierende Verbindung iiber. Stokstad et al.' 
bestatigten dies und fanden durch Sonnenbestrahlung von Pteroyl- 
glutaminsaure eine Zunahme diazotierbarer Aminogruppen. Beide Be- 
funde zeigen, daB durch Ultraviolett zwischen dem Pteridinanteil und 
dem #-Aminobenzoylglutaminsaure-Anteil gespalten wird. Lowry 
et al.1! klirten den photolytischen Spaltungsvorgang auf. Sie fanden 
als erstes Spaltprodukt durch Ultraviolett, bei Anwesenheit von Sauer- 
stoff, Pteridoxamin-aldehyd-(8) (II). Er geht in die entsprechende 
Carbonsaure (III) tiber, die dann zum Pteridoxamin (IV) decarboxyliert 
wird. 


OH COOH 
cc N. H ae ) 
NZ \c% \c.cH, se NH p> CONH- CH 
| | : = : 
i | CH 
I UV; 0, a 
= COOH 
-_ 
\ \ \ 
C-CHO C-COOH CH 
; uv ‘ UV a 
CH 0: CH CH 
II III IV 


22H. M. Kalckar, N.O. Kjeldgaard u. H. Klenow, J. biol. Chemistry 
174, 771 [1948]; B.H. Hofstee, ibid. 179, 633 [1949]; O.H. Lowry, O.A. 
Bessey u. E. J. Crawford, ibid. 180, 399 [1949]; J. N. Williams, C. A. Nickel 
u. C. A. Elvehjem, ibid. 180, 689 [1949]. 

13 E.S8. Bloom, J. M. Vandenbelt, 8S. B. Binkley, B. L. O'Dell u. J. J. 
Pfiffner, Science [New York] 100, 295 [1944]. 

4 E.L. R. Stokstad, D. Fordham u. A.de Grunigen, J. biol. Chemistry 
167, 877 [1947]. 
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Wir bestrahlten eine Suspension von reiner Pteroylglutaminsiure 
in »/50-Salzsiure 100 Min. mit Ultraviolett und erhielten nach der 
Gegenstromverteilung eines Teiles des Filtrates die Kurve I in Abb. 4. 
Die Kurven dieser Abbildung sind diesmal in einem anderen Mafstab 
aufgetragen. Das Maximum iiber 12 ist die Resultante von 8-Aldehyd 
und 8-Carbonsaure. Die stiirkere Auswélbung des rechten, absteigenden 
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Abb. 4. Verteilungskurven nach UV-Bestrahlung eines reinen Pteroylglutamin- 
siure-Praparates in n/50-HCl. I: 100 Min. UV, II: Filtrat von I weitere 60 Min. 
UV, IlI—IV: fortgesetzte Bestrahlung. 


Kurvenastes deutet an, daB noch etwas mehr Aldehyd als Carbonsiure 
vorhanden ist. Nach Bestrahlen des Filtrates (60 Min.) war das Maximum 
iiber 12 noch angestiegen, wélbte sich diesmal aber nach der linken 
Seite aus, was auf einen Mehrgehalt an Carbonsaure hindeutet. Gleich- 
zeitig war die Wolbung zwischen 3 und 6 der Abszisse angestiegen. Beim 
weiteren Bestrahlen mit Ultraviolett sank dann der Aldehyd-Carbon- 
siiure-Gipfel ab (Kurven III—IV), waihrend der Gipfel des Pteridoxamins 
anstieg. Waihrend Lowry und Mitarbeiter den Nachweis dieser drei 
Pteridine auf umstiindliche Weise fiihren miissen, gelingt es mit der 
Gegenstromverteilung, das Fortschreiten des photolytischen Abbaus 
von Aldehyd-Carbonsauregemisch zum Pteridoxamin in einem Analysen- 
gang zu verfolgen. Auch hier kénnen aus den Integralen der berechneten 
theoretischen Kurven der Einzelbestandteile quantitative Aussagen 
gemacht werden, wodurch es méglich wird, den photolytischen ProzeB 
reaktionskinetisch zu verfolgen. 

Mit dem zu Anfang erwihnten Butanol-Kisessig-Gemisch und 
Butanol-Ameisensaure-Wasser-Gemisch kann der photolytische Abbau 
der Pteroylglutaminsiure auch papierchromatographisch verfolgt wer- 
den. Mit Butanol-Eisessig besitzt Pteridoxamin einen Ry-Wert von 
0,35, 8-Aldehyd und 8-Carbonséure dagegen einen solchen von 0,24. 
Die Ry-Werte mit Butanol-Ameisensiure-Wasser liegen ganz ahnlich 
(0,32 bzw. 0,25). 
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Beschreibung der Versuche 


Bei der Gegenstromverteilung wurden die friiher referierten Vorschriften 
beachtet!5. Da die hier verwandten Pterine in den angewandten Verteilungs- 
gemischen kleine Verteilungskoeffizienten besitzen, wurde die Verteilung nach ein- 
maligem Trommelumlauf noch 9-mal fortgesetzt, so daB insgesamt 34-mal ver- 
teilt wurde !*, Maximal 25 Analysenwerte (einschl. Nullwert), aus den 25 Réhrchen 
der Verteilungsapparatur entnommen, iiber jene Abszisse im MaBstab 34:24 ein- 
getragen, bilden dann die Kurven. 

Die Fluoreszenzintensitaét wurde, wie friiher beschrieben1, mit Analysenquarz- 
lampe und vormontiertem Pulfrich-Photometer gemessen. Aliquote Anteile 
(2—5 cem) der waBrigen Phasen wurden nach beendeter Verteilung mit n/2- 
Na,CO,; bzw. mit ,,Teorell-Stenhagen-Puffer“!? vom py, bei dem die Pterinfluo- 
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Abb. 5. Eichung des Fluoreszenz-Standards. I: Xanthopterin, II: Pteridoxamin- 
carbonsaure-(8), III: Pteridoxamin-aldehyd-(8). 


reszenz maximal ist, auf 10 ccm erginzt. In einigen Versuchen wurde der am 
starksten fluoreszierende Ansatz als Standard genommen, seine Fluoreszenz- 
intensitat gleich 100 gesetzt, die iibrigen Ansitze der Verteilungsreihe gegen ihn 
ausgemessen und ihre Werte in Prozenten der Maximalfluoreszenz aufgetragen. 
Spater wurden alle Messungen gegen einen stabilen Fluoreszenzstandard aus- 
gefiihrt, nach dessen vorheriger Eichung dann die Angaben in Gewichtseinheiten 
fluoreszierender Substanz méglich ist. Da es hier nur auf die Lage der Kurven- 
maxima ankommt, wurden die Ergebnisse auch weiterhin in Prozenten der Stan- 
dardfluoreszenz aufgetragen. 

Fluoreszenzstandard: Nach Koschara, v.d.Seipen und Aldred!’ 
wurden 51,2 mg trocknes Chininsulfat in 25 cem n/10-Schwefelsiure gelést und 


15 H. M. Rauen u. W. Stamm, Chem.-Ing.-Techn. 21, 259 [1949]. 

16 Die verschiedenen Méglichkeiten der Gegenstromverteilung iiber die Anzahl 
der Verteilungsréhren eines Apparates hinaus beschrieb N. Grubhofer, Chem.- 
Ing.-Techn. 22, 209 [1950]. 

17 T. Teorell u. A. Stenhagen, Biochem. Z. 299, 417 [1933]. 

18 W. Koschara, S.v.d.Seipenu. P. A. Aldred, diese Z. 262, 158 [1939/40]. 
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von dieser Stammldésung jeweils 0,1 com mit n/10-Schwefelsiure auf 100 ccm ver- 
diinnt. 1 ccm dieser Standardlésung enthalt 2,05 y Chininsulfat bzw. 1,50 y Chinin- 
base. 

Beispiele fiir die Eichung des Standards: In jeweils mehreren Ansitzen 
wurden etwa 1 mg von synthet. Xanthopterin, das uns Hr. Dir. Dr. F. Mietzsch, 
Wuppertal-Elberfeld, freundlicherweise tiberlieB, ebenso Pteridoxamin-aldehyd-(8) 
und Pteridoxamin-carbonsiure-(8), die wir Hrn. Prof. Dr. F. Weygand, Heidel- 
berg verdanken, genau abgewogen, in je 100 ccm n/2-Na,CO, gelést und Ver- 
diinnungsreihen mit Sodalésung gegen den Fluoreszenzstandard vermessen. Die 
MeBwerte sind als Prozente der Standardfluoreszenz in Abb. 5 gegen die Konzen- 
tration in y/ccm aufgetragen. 

Folgende Tabelle gibt einige der aus den Geraden abgelesenen Konzentrationen 
an Pterinen wieder, bei denen Fluoreszenzgleichheit herrscht. 








= - : Pteridoxamin- Pteridoxamin- 
yon <n gs Xanthopterin carbonsaure-(8) aldehyd-(8) 
zenz y/eem |Molx10-*} = y/ecm | Molx10-°| y/eem = | Molx10~° 
50 0,29 1,6 0,91 4,4 1,52 | 8,0 
75 0,48 2:7 1,37 6,6 2,45 12,8 
100 0,70 3,9 1,82 8,8 ' 3,40 17,8 











Hieraus folgt, daB die Fluoreszenzintensitat der drei hier angefiihrten Pterine, 
und iibrigens auch aller anderen inzwischen untersuchten, nicht gleich ist, wenn 
man sie auf die gleiche Anzahl von Molen pro Volumeneinheit bezieht, oder, wie 
hier, wenn man die molaren Konzentrationen der Lésungen gleicher Fluoreszenz- 
intensitét errechnet. Die Fluoreszenzintensitat ist iibrigens abhaingig von einer 
Reihe von Faktoren, unter denen das py und die Konzentration an Neutralsalzen 
die wichtigsten sind. Hierauf wird in einer spateren Arbeit noch ausfiihrlicher ein- 
gegangen werden. Man darf die quantitativen Bestimmungen von Pterinen nur 
unter denjenigen Versuchbedingungen vornehmen, unter denen auch die Eich- 
kurven aufgestellt wurden. 

Wahrend der nur wenige Minuten dauernden Ablesungen am Photometer 
veréndern sich die Fluoreszenzintensitaten unter der Wirkung des Ultraviolett 
nicht. Wir untersuchten dies fiir die Pterine, fiir Chininsulfat folgt es aus einer 
Arbeit von Kyker, Cornatzer und Mc Ewen??. 

Gegenstromverteilung: Hr. Prof. Dr. C. Schépf, Darmstadt, stellte uns 
freundlicherweise das reine Ba-Salz von Xanthopterin, das aus der brasilianischen 
Pieridenart Catopsilia argante gewonnen worden war, und das K-Salz von Leukop- 
terin zur Verfiigung. Wir isolierten das freie Xanthopterin durch Fallen des Ba? * 
als Sulfat und benutzten eine gesattigte Lésung von Xanthopterin in 7/50-Salz- 
siure zur Gegenstromverteilung. Ganz gleich wurde auch aus dem synthetischen 
Produkt eine gesittigte Lésung verwendet. Die Léslichkeit der Pterine in Wasser 
bzw. der waBrigen Phase des Verteilungssystems (n/50-Salzsiure, mit n-Butanol 
gesattigt) ist sehr gering. Die zur Verteilung verwandten Lésungen wurden jeweils 
fluorometrisch vermessen und es wurde gefunden, da die vorgelegten Mengen im 
GréBenbereich zwischen 30—60 y schwankten. Wir verteilten einige Pterine auch 
im System Butanol-Eisessig/Wasser® sowie in verschiedenen Systemen mit Bu- 
tanolen und Phosphatpuffern mit schwach alkalischem py. Mit keinem der Systeme 
konnten vdllig befriedigende Ergebnisse erzielt werden. 

»Fluoreszenzzahlen “als MaB fiir die Verunreinigungen von Pteroy| 
glutaminsaure: Der Inhalt einer Ampulle = 15mg _ Pteroylglutaminsiure 
(Na-Salz) wird mit »/50-Salzsiure quantitativ in einen 100-cem-MeBkolben ge- 
spilt und aufgefiillt. Nach 6fterem Umschiitteln wird nach mehrstiindigem Stehen- 
lassen yon der ausgefallenen freien Saure abfiltriert oder zentrifugiert. 2 ccm 


19 GC. Kyker, W. E. Cornatzer u. M.M. Mc Ewen, J. biol. Chemistry 
162, 353 [1946]. ; 
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Filtrat werden mit 8 ccm Teorell-Stenhagen-Puffer p 12,0 versetzt und wie be- 
schrieben gegen Chininsulfat fluorometrisch vermessen. Die Fluoreszenzzahlen 
sind Prozente der Standardfluoreszenz. Pteroylglutaminsaiure in Tablettenform 
(3 zu je 5 mg) werden zunachst im Morser zerkleinert und dann in den MeBkolben 
mit /50-Salzséure iibergespiilt. 

Gegenstromverteilung der salzsauren Extrakte von Pteroyl- 
glutaminsaure: Der Inhalt von 2 Ampullen mit je 15 mg Pteroylglutaminsaure 
wurde mit 18 ccm n/50-Salzsiure (vorher mit »-Butanol gesittigt) versetzt und 
nach Ausfallen der freien Saure durch Zusatz weniger Tropfen starkerer Salzsiure 
auf die Ausgangskonzentration gebracht. Vom Zentrifugat wurden jeweils 8 ccm 
wie beschrieben verteilt. 

Die Praparate folgender Firmen wurden untersucht: Lederle Lab. Div. 
Cyanamid Comp. USA; Hoffmann-La Roche, Grenzach; ,,Rhenania“- 
Kali-Chemie AG, Miinchen; Nordmark-Werke, Hamburg. Den Firmen dan- 
ken wir sehr fiir die Zuwendungen gréBerer Mengen an Pteroylglutaminsiure. 
Ferner danken wir Fraulein Marianne Buchka fiir eifrige Mithilfe bei den 
Untersuchungen. 


Zusammenfassung 

Durch Gegenstromverteilung von 30—60 y Pterinen im System 
7/50-Salzséure/n-Butanol werden nach fluorometrischer Vermessung 
Verteilungskurven erhalten, deren Maxima fiir die betreffenden Pterine 
charakteristisch sind. 

Praparate von Pteroylglutaminsiure des Handels sind mit fluores- 
zierenden fPterinen verunreinigt, die durch Gegenstromverteilung 
charakterisiert werden kénnen. 

Der photooxydative Abbau der Pteroyiglutaminsaure JaBt sich 
durch Gegenstromverteilung gut verfolgen. 


Darstellung von histaminahnlichen Substanzen aus der Pyrrolreihe 
I, Mitteilung 


Von 
Waldemar Kutscher und Olaf Klamerth 
Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat Heidelberg 





(Der Schriftleitung zugegangen am 19. August 1950) 


Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat das von Ackermann ent- 
deckte und von Barger und Dale isolierte Histamin eine auBerordent- 
lich groBe Bedeutung erlangt, da man diesen Stoff als ein hochwirk- 
sames kreislaufaktives Gewebshormon und als einen Vermittler bei ana- 
phylaktischen und allergischen Erscheinungen erkannte. Der anaphy- 
laktische Schock insbesondere wird heute wohl allgemein als eine Aus- 
schiittung von Histamin oder einer histaminahnlichen Substanz im 
Gewebe unter dem EinfluB der Antigen-Antikérperreaktion betrachtet. 
Allerdings besteht keine volle Ubereinstimmung zwischen den Sym- 
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ptomen eines anaphylaktischen Schockes und einer Histaminvergiftung, 
so daB die Moéglichkeit besteht, daB neben Histamin oder an Stelle von 
Histamin eine ihm nahestehende Substanz auftritt!. Auf diesen theore- 
tischen Uberlegungen beruht aber die Verwendung der sogenannten 
Anti-Histamink6érper bei der Behandlung allergischer Erkrankungen. 
Es handelt sich um eine gréBere Gruppe synthetisch hergestellter 
Substanzen, denen eine bestimmte chemische Konfiguration gemeinsam 
ist. Die entfernte Ahnlichkeit dieser Konfiguration mit der Histamin- 
struktur war die Veranlassung, daB man die Wirkung dieser Substanzen 
nach dem Prinzip der ,, Verdrangung“ zu erklairen versuchte?, etwa in der 
Weise, daB diese Stoffe im Gewebe sich an Stellen anlagern, an denen beim 
Auftreten der allergischen Erscheinungen das Histamin gebunden wird. 

Unter den Heterocyclen stehen die Pyrrolderivate den Imidazol- 
derivaten sehr nahe. Der Pyrrolring enthalt nur ein N-Atom weniger 
als Imidazol. In bezug auf die chemischen Eigenschaften besteht in 
mancher Hinsicht Verwandtschaft, z.B. in der Tatsache, daB beide 
Heterocyclen Kaliumverbindungen bilden, die sich durch Alkylreste 
substituieren lassen, die bei héherer Temperatur in «-substituierte 
Alkylhomologe umlagern. Doch bestehen auch wichtige Unterschiede, 
so z. B. in der gréBeren Stabilitét gegen Saiuren und in der stirkeren 
Basizitét des Imidazolringes. 

Das Vorkommen von Pyrrolderivaten in der Gestalt der Porphyrine, 
der Gallenfarbstoffe und des Tryptophans im tierischen Organismus ist 
allgemein bekannt. Biologisch hochinteressant ist der in neuester Zeit 
erbrachte Beweis, daB8 beim Abbau des Blutfarbstoffes auch zweikernige 
Pyrrolderivate in Form des Bilifuscins usw. auftreten kénnen. Dagegen 
wissen wir bis heute noch nichts iiber das Vorkommen einfacher Pyrrol- 
derivate, obwohl die Méglichkeit des Auftretens solcher Substanzen 
im tierischen K6rper nicht von der Hand zu weisen ist. Bei den pra- 
parativen Schwierigkeiten, die die Pyrrolchemie bietet, ist diese Tat- 
sache nicht verwunderlich. Auch iiber die physiologische und pharmako- 
logische Wirkung derartiger einkerniger Pyrrolderivate ist bisher nur 
sehr wenig bekannt geworden: Es wurden antipyretische sowie narko- 
tische und lokalanisthetische Wirkungen beobachtet’. 

Von besonderem Interesse waren die dem Histamin entsprechenden 
Pyrrolkérper, wobei man auf Grund der Stellung der Seitenkette zwei 
verschiedene Substanzen erwarten muB: 


aioe —— CH CHyNH, 
i ‘| 
{| .CH,-CH,-NH, t | 
—: se \n7 
H H 
«-Pyrrylithylamin B-Pyrrylathylamin 


1M. Guggenheim, Die biogenen Amine, Basel 1940. 
2 J. Kimmig, Dtsch. Med. Wschr. 1947, Nr. 41/42, S. 598—600. 
’ Angelo Rabbeno, Amer. J. Physiol. 90, 483 [1929]. 
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Die synthetische Darstellung und physiologische Priifung dieser Stoffe 
haben wir uns zum Ziel gesetzt. Vom pharmakologischen und physiolo- 
gischen Standpunkt interessiert, ob diese Stoffe noch Eigenschaften des 
Histamins zeigen oder ob die Entfernung des zweiten N-Atoms im Ring 
die charakteristischen Eigenschaften dieses Gewebshormones viéllig 
zum Verschwinden gebracht hat. Bei einem anderen Hormon, dem 
Adrenalin, konnte die Biochemie zahlreiche Erfahrungen dariiber gewin- 
nen, wie die chemische Abwandlung des Molekiils zu interessanten Modi- 
fikationen der biologischen Eigenschaften fiihrt, wobei neue Substanzen 
mit sehr niitzlichen therapeutischen und pharmakologischen Eigen- 
schaften gewonnen wurden. Ahnliche synthetische Arbeiten im Bereiche 
des Histamins wurden bisher nur in geringem Umfang durchgefihrt. 

Andererseits kénnte die Priifung der physiologischen Eigenschaften 
der Pyrrylathylamine wichtige Beitrige zu dem Problem der Anti- 
histaminkorperwirkung liefern. Wenn die therapeutische Wirkung dieser 
Stoffe bei allergischen Erkrankungen tatsiichlich auf einer Verdringung 
des Histamins im Gewebe beruht, miiBte man eigentlich erwarten, daB 
die Pyrrylithylamine bzw. irgendwelche Derivate derselben die stirksten 
Wirkungen dieser Art zeigen. Ein sehr wichtiger Umstand fiir die obigen 
Uberlegungen ist die Tatsache, daB alle Pyrrolderivate mehr oder 
weniger als kérpereigene Substanzen gelten miissen. Die bisher bekannt- 
gewordenen Antihistaminkorper sind dagegen kérperfremde Substanzen, 
die infolge der Hiufung von Benzolringen in ihrem Molekiil im Organis- 
mus nur sehr schwer oder gar nicht abgebaut werden kénnen. Darauf 
beruhen wohl zum Teil die vielen unangenehmen Nebenwirkungen dieser 
Stoffe, die die Beniitzung dieser Substanzen in der menschlichen Thera- 
pie erschweren. 

Dies sind die allgemeinen physiologischen Gesichtspunkte, die uns 
veranlaBten, die Darstellung eines der Pyrrylithylamine in Angriff zu 
nehmen. Da die «-substituierten Pyrrolderivate leichter zuginglich sind, 
beschrankten wir uns einstweilen auf die Synthese des ~-Derivates und 
beabsichtigen erst spiter — wenn geniigend praparative Erfahrungen 
vorliegen — das £-Derivat herzustellen. Da alle im tierischen K6rper 
vorkommenden Pyrrolderivate einschlieBlich des Tryptophans Sub- 
stituenten in der £-Stellung tragen, ist es méglich, daB das £- Pyrryi- 
aithylamin biologisch und physiologisch interessanter ist. 

Unsere ersten Versuche zur Darstellung des «-Pyrrylithylamins 
gingen von dem «-Pyrrolaldehyd aus, welcher aus Pyrrol durch Um- 
setzung mit Chloroform und Kalilauge leicht zuginglich ist. Wir ver- 
suchten, diese Verbindung durch Kondensation mit Nitromethan in das 
Nitrovinylderivat zu iiberfiihren, eine Reaktion, die bei den substi- 
tuierten Pyrrolen verschiedentlich mit guten Ergebnissen durchgefihrt 
wurde. Beim a-Pyrrylaldehyd gelang die Darstellung der Nitrovinyl- 
verbindung nicht, und zwar nicht etwa deswegen, weil die Aldehyd- 
gruppe weniger reaktionsfihig wire, sondern weil das entstehende Vinyl- 
derivat offenbar auBerordentlich schnell polymerisiert: 
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| ll 

| | CH:0+.CH.NO, we 
\n% — : \nZ 
H H 


Wenn man nimlich den Ablauf der Reaktion beobachtet, so sieht man, 
daB sehr schnell die gelbe Farbe der Nitrokorper auftritt. Die Reaktion 
geht aber sofort weiter unter Vertiefung der Farbe nach dunkelbraun, 
und es fallt schlieBlich eine Substanz aus, deren Analyse und Molekular- 
gewichtsbestimmung zeigt, daB es sich um ein Polymerisationsprodukt 
mit mindestens 3 Pyrrolkernen handelt. Die Anderung der Reaktions- 
bedingungen, wie z. B. Kondensation bei Temperaturen unter 0° oder 
Kondensation mit sofort anschlieBender katalytischer Hydrierung mit 
Palladium waren ohne Wjrfolg, da die Polymerisationsreaktion offenbar 
bei weitem bevorzugt ist. 


Da das freie Pyrrol und seine «-substituierten Derivate sich als zu 
empfindlich erwiesen hatten, wandten wir uns einer neuen Versuchs- 
reihe zu, wobei wir als Ausgangsmaterial das besonders leicht zuging- 
liche sog. Knorrsche Pyrrol (2.4-Dimethyl-3.5-dicarbithoxy- 
pyrrol, I) verwandten. Dieser Stoff 1léBt sich bromieren, mit 
starken Saéuren umsetzen, verseifen usw. ohne daB eine Verharzung ein- 
tritt, wie dies beim unsubstituierten Pyrrol auBerordentlich leicht erfolgt. 
Auf Grund der groBen Erfahrungen in der Pyrrolchemie war es zu er- 
warten, daB man nach Darstellung des gesuchten Athylaminderivates 
die beiden Carbaéthoxygruppen leicht verseifen und durch Decarboxy- 
lierung entfernen konnte. Auf diese Weise wire ein methylsubstituiertes 
Pyrryl-ithylamin entstanden, das ein Kohlenstoffatom mehr als der 
von uns gesuchte Stoff enthalt und damit nicht ganz unserem Ziel ent- 
spricht. Doch war zu erwarten, daB die physiologischen Eigenschaften 
dieses MethyJhomologen nicht sehr verschieden von denjenigen des 
gesuchten Pyrrylithylamin sein wiirden. Aus der Chemie des Histamins 
bestehen dariiber schon einige Erfahrungen, da die beiden isomeren 
Methyl-histamine (5-Methyl- und 2-Methyl-histamin) bekannt sind. 
Thre Wirkung entspricht qualitativ derjenigen des Histamins und 
unterscheidet sich von ihm nur dadurch, daB sie quantitativ schwa- 
cher ist. 

Das Knorrsche Pyrrol 1a8t sich leicht in der «-Methylgruppe bro- 
mieren und der entstehende Bromkérper kann durch Oxydation mit 
Chromsiure in den entsprechenden Aldehyd umgewandelt werden 
(Formeln I—III). 


.CH:CH-NO, > Polymer. 
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Die Bromierung des Korrschen Pyrrols haben wir erheblich verbessert, 
indem wir an Stelle von Brom in Eisessig das Bromsuccinimid nach 
Ziegler* verwendeten. Dadurch wurde sowohl die Ausbeute bedeutend 
verbessert, wie auch das Reaktionsprodukt in praktisch analysenreiner 
Form erhalten, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, daB bei dieser 
Methode kein Bromwasserstoff frei wird. Es ist interessant, daB mit 
Bromsuccinimid auch die Bromierung von Methylgruppen in der Pyrrol- 
chemie sich glatt vollzieht. Den Aldehyd III erhielten wir in guter Aus- 
beute. 

Die Kondensation dieses Aldehyds mit Nitromethan vollzog sich 
unter den im praktischen Teil angegebenen Bedingungen glatt und in 
guter Ausbeute. Allerdings entstand dabei ein Gemisch aus dem Nitro- 
aithylalkohol und der Nitrovinylverbindung, wobei der Nitro-athyl- 
alkohol mengenmaBig bevorzugt war. 





sais ane la HC: ‘i’ ' 
> | 
i | H(OH)-CH,- R| |.CH:CHN 
“ae (OH)-CH,-NO, ‘aro 0; 
H H 
IV Vv 


Da wir fiir die Darstellung des Athylaminderivates von der reinen Vinyl- 
verbindung ausgehen wollten, muBte der Nitro-athylalkohol durch Ab- 
spaltung von Wasser in das Vinylderivat iiberfiihrt werden. Dies konnte 
durch Behandlung mit 50-proz. Schwefelsiure erreicht werden, doch 
war die Ausbeute gering. Wir fanden aber, daf man auf folgendem Wege 
ein reines Produkt mit sehr guter Ausbeute erhalt: Die sekundire Hy- 
droxylgruppe von IV 1a4Bt sich mit Acetylchlorid glatt verestern; durch 
Behandlung mit Kaliumbicarbonat in absolut atherischer Lésung wird 
ebenso glatt ein Molekiil Essigsiure abgespalten. Auf diese Weise gelingt 
es, das Nitrovinylderivat V in guter Ausbeute als Ausgangsmaterial fiir 
die Darstellung des substituierten Pyrryl-aithylamins zu gewinnen. Das 
Nitrovinylderivat V ist im Gegensatz zu dem nicht faBbaren Produkt 
aus dem «-Pyrrylaldehyd ein stabiler und gut kristallisierender K6rper, 
der sich gut weiterverarbeiten laBt. 

Der nachste Schritt in unserer Reaktionsfolge bestand in der 
Hydrierung des Produktes. V. Wir haben verschiedene Methoden ver- 
sucht, so z. B. Reduktion mit Zink und Salzsiure, mit Natriumamalgam, 
mit Aluminiumamalgam, katalytische Hydrierung mit Palladiumwasser- 
stoff usw., alles praktisch ohne Ergebnis. SchlieBlich erwies sich folgender 
Weg als gangbar: Die katalytische Reduktion mit Raney-Nickel in 
Eisessig oder noch besser in Essigséure-anhydrid fiihrte glatt zum Amin. 
Die MiBerfolge bei; unseren verschiedenen Reduktionsversuchen be- 
ruhten offensichtlich darauf, daB die Nitrogruppe einen negativen Ein- 
fluB ausiibt, und dadurch auch die Hydrierbarkeit der Doppelbindung 


‘ Liebigs Ann. Chem. 551, 80 [1942]; 556, 1 [1945]. 
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nachteilig beeinfluBt. Durch den Zusatz von Essigsdiureanhydrid als 
Losungsmittel erreichten wir, daB die auftretenden kleinen Mengen von 
Amin durch Acetylierung sofort abgefangen wurden. 

Es zeigte sich, daB es gleichgiiltig ist, ob man vom Nitrovinyl- 
derivat oder von dem Nitro-aithylalkohol ausgeht: In jedem Fall wird 
die Seitenkette vollkommen hydriert und es entsteht das acetylierte 
Amin VI. Allerdings wird die Ausbeute durch eine Nebenreaktion beein- 
trichtigt: Unter Abspaltung des Stickstoffes als NH, entsteht in nicht 
unerheblicher Menge der mit Essigsiure veresterte sekundire Alkohol VII. 
Immerhin war die Ausbeute an acetyliertem Amin VI so groB, daB fir 
die Weiterverarbeitung ausreichend Material gewonnen werden konnte. 





H,C._—___R 
| VII 
Vv > R\ _/CH(CH,)-0-CO CH, 
- 
H 
¥ 
H,C.___R H.C COOH 
H — > i i - —> 
R. __|.CH, CH,-NH-CO-CH HOOC. _).CH,-CH,-NH, 
oe , —s. 
H H 
a VU 
H,C____. COOH 
+. H,cooH f = 200, 
see CH, CH,:NH CO-CH, 
H 
fp... 
H _+ KOH 
ore )-CH,-CH,-NH CO-CH, 
H 
IX 
a. 
“i sa // CH, CH, NH, 
At 
H 
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Die Darstellung des 4-Methyl-2-aithylamino-pyrrols (X) wurde auf 

2 verschiedenen Wegen versucht. VI wurde durch Kochen mit methano- 

lischer Kalilauge in die Dicarbonséure VIII verwandelt, die als ampho- 

tere Substanz sehr gut wasserléslich ist und durch Ansauern nicht zur 

Ausfallung gebracht werden konnte, wie es sonst bei den Pyrrolcarbon- 

sduren sehr leicht geschieht. Die in der Seitenkette befindliche Amino- 
14* 
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gruppe ist sehr viel basischer als der Ringstickstoff des Pyrrols, so daB 
auf Zusatz von Saéuren sofort wasserlésliche Salze gebildet wurden. 
Dagegen gelingt es, die Dicarbonsiure durch Ausithern der auf fy 6 
eingestellten Lésung zu gewinnen. Es handelt sich um eine amorphe 
Substanz, die kein Pikrat bildet und sich nicht im Hochvakuum destil- 
lieren 148t. Bei der Brenzreaktion entstand nur sehr wenig Ol, wobei 
der gr6Bte Teil verharzte. Es war auch nicht méglich, die Decarboxy- 
lierung der Dicarbonsiure VIII so zu verbessern, daf nennenswerte 
Mengen des freien Athylamins fiir die physiologische Untersuchung 
entstanden wiren. Da die Decarboxylierung der 2.4-Dimethyl-3.5- 
dicarbonsiure zu dem 2.4-Dimethyl-pyrrol glatt verliuft, muB der 
negative Ausfall unserer Versuche auf das Vorhandensein der Amino- 
gruppe in der Seitenkette zuriickgefiihrt werden, die vielleicht zu Ring- 
bildungen fiihrt. Dieser Weg muBte daher verlassen werden. 

Um diese Nebenreaktion zu vermeiden, wurde die Aminogruppe 
in der Dicarbonsiéure VIII nachtraglich acetyliert. Bei der Brenzreaktion 
entstand nun das decarboxylierte Acetylamin IX. Es stellt ein im Hoch- 
vakuum gut destillierbares Ol dar, das kristallisiert und bei 42—46° 
schmilzt. Die pharmakologische Untersuchung dieses Produktes ergab 
keinerlei Histaminwirkung, was nicht weiter erstaunlich ist, da die 
acetylierten Amine auch beim Histamin praktisch wirkungslos sind. Die 
Abspaltung des Acetylrestes gelang durch Verseifung mit methano- 
lischer Kalilauge. Es entstand dabei sehr wenig einer dligen Base, die 
so wenig Material darstellte, daB eine Mikroanalyse nicht méglich war. 
Die Priifung auf die physiologische Wirkung verlief negafiv. Da aber 
auch die Methylhistamine (Seite 193) bedeutend schwiacher wirkten, als 
das Histamin selbst, so ist das Ergebnis dieser orientierenden pharmako- 
logischen Priifung, die nur mit den sehr kleinen zur Verfiigung stehenden 
Mengen ausgefiihrt werden konnte, verstiindlich. Leider war es uns aus 
Materialmangel nicht méglich, die Frage zu klaren, ob auch in sehr viel 
héheren Konzentrationen als beim Histamin iiblich, keine Wirkungen 
auftreten. Da aber die Darstellung gréBerer Mengen doch sehr umstind- 
lich ist, verzichteten wir auf die genauere pharmakologische Prifung, 
um auf einem anderen Wege den Versuch der Synthese des uns inter- 
essierenden Stoffes zu unternehmen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Bromierung des Knorrschen Pyrrols (I). 

10 g Knorrsches Pyrrol] (Schmp. 134—136°) wurden in 160 ccm trocknem 
Tetrachlorkohlenstoff gelést und mit 7,2 g Brom-succinimid und etwa 100 mg 
Benzoylperoxyd versetzt. Die Reaktion setzte alsbald ein. Nach Beendigung 
der Reaktion wurde noch 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht, hierauf vom oben 
schwimmenden Succinimid abfiltriert, die Lésung mit Wasser, 5-proz. Bicarbonat- 
lésung und schlieBlich mit n/10-Thiosulfat gewaschen, iiber Chlorcalcium getrocknet 
und der nach Abdestillieren des Tetrachlorkohlenstoffes (12mm, 30°) hinter- 
bliebene Riickstand aus Benzol-Pentan umkristallisiert. Ausbeute an umkristalli- 
sierten Produkt (Schmp. 153—154°) 6,3g; eine Bromierung mit Bromeisessig 
nach H. Fischer ergab nur 4,5 g Bromprodukt IT. 








_— a 
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2. 4-Methyl-3.5-dicarbathoxy-pyrrol-2-aldehyd (III). 
Die Darstellung erfolgte nach H. Fischer und H. Orth, ,,Die Chemie des 
Pyrrols* Bd. I, S. 166. 


3. Kondensation mit Nitromethan. 

10 g Aldehyd III wurden in 80ccm absol. Alkohol, enthaltend 2,82 g 
(=2,5cem) Nitromethan, aufgeschlimmt; bei einer Innentemperatur von 
— 6° wurden unter gutem Turbinieren 33 ccm 25-proz. methanolischer Kalilauge, 
die auf — 10° vorgekiihlt war, so langsam tropfenweise zugegeben, daB die Innen- 
temperatur nicht iiber — 5° stieg. Nach anfianglicher Lésung fiel bald das reine 
Kaliumsalz der aci-Form der Nitroverbindung aus. Nach 3-stdg. Riihren wurde 
der Kristallbrei rasch abzentrifugiert, die Kristalle mit wenig Eiswasser in Losung 
gebracht und zu auf 0° gekihlter 40-proz. Schwefelsiiure langsam zugesetzt. Das 
ausgeschiedene Produkt wurde abfiltriert und mit Wasser siurefrei gewaschen: 
Ausb. 12 g. Aus Alkohol umkristallisiert gelbliche Kristalle vom Schmp. 158—163°. 

Die Bestimmung nach Zerewitinoff ergab bei 20° 0,519, bei 95° 0,789, 
aktiv. H; 1 aktiv. H entspricht 0,314°4 H. Die Substanz enthielt also mehr als 
einen, aber weniger als zwei aktive H:. 


C,,;H,,0,N,. Ber. C 49,68, H 5,77, N 8,91. 
C13H,,0,N». Ber. C 52,72, H 5,44, N 9,45. 
Gef. C 52,50, H 5,58, N 8,58. 


Es liegt also ein Gemisch von Vinyl (V)- und Oxy (IV)-Verbindung vor. 


4, Abspaltung von Wasser zu der einheitlichen Nitro-vinylver- 
bindung V. 

a) 1,5g rohes Nitro-vinylpyrrol Schmp. 167° wurden mit 3g wasserfreier 
Oxalsaure innig gemischt und 3 Stdn. im Olvakuum auf 90° erhitzt. Der gelbe Riick- 
stand wurde mehrmals mit Petrolather ausgekocht, die Lésung mit 10-proz. Natron- 
bicarbonatlésung gewaschen und der Petrolather verdampft: Riickstand 1,45 g 
nach dem Umbkristallisieren aus Alkohol Schmp. 180—181°. 

b) Noch vorteilhafter erwies sich folgende Methode: 3,33 g rohes Nitrovinyl- 
produkt vom Schmp. 158—167° wurden in 35 ccm trockenem Chloroform gelést 
und mit 3 ccm Acetylchlorid 3 Stdn. am Wasserbad zum Sieden erhitzt; hierauf 
wurde mit Petrolither direkt gefallt und der Kristallbrei abgesaugt: Ausb. 3,17 g 
aus wenig Alkohol umkristallisiert, Schmp. 183—184°. 


5. Reduktion des Nitrovinyl-pyrrols. 

a) Mit NaHS: 1,4g Nitrovinylkérper wurden in 40 ccm Alkohol aufge- 
schliammt; unter Turbinieren lie} man 20 com NaHS-Lésung (aus 30-proz. NaOH 
mit H,S gesattigt erhalten) im Laufe von 4 Stdn. zutropfen. Die dunkle, klare 
Lésung wurde hierauf mit 100 ccm Wasser versetzt, auf py 5 gebracht, wobei 
zitronengelbe Nadeln ausfielen. Diese wurden mit Ather aufgenommen, die athe- 
rische Lésung mit Wasser und 5-proz. Natriumbicarbonat ausgeschiittelt. Der athe- 
rische Riickstand wog 1,8 g und zeigte nach einmaligem Umlésen aus Alkohol den 
Schmp. 183—184°, Mischschmelzpunkt mit reinstem Nitrovinylprodukt 150—160°. 


C,3H,,0,N,S,. Ber. C 43,30, H 4,47, N 7,78, S 17,78, 
Gef. C 43,09, H 4,73, N 8,10, S 15,45. 


Daraus ergibt sich, daB unter Anlagerung von Schwefel folgende Verbindung ent- 
standen sein kann: 


H, _ *COOC,H 


| 

C,H, oe | .CH—CH- NO, 
\n7 | 
H 4 S 
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b) Hydrierung in Methanol-Eisessig: 2g Nitrovinyl-pyrrol V, 
Schmp. 157° wurden in 10 ccm Eisessig gelést und in der Schiittelente mit 1 g 
Raney-Nickel (welches vorher aushydriert war) bei 20° hydriert. Die Aufnahme 
erfolgte anfangs rasch und verlangsamte sich nach Aufnahme von etwa 2/, der 
berechneten Menge. Insgesamt wurden im Verlaufe von 5 Stdn. 420 ccm Wins. 
stoff aufgenommen statt der berechneten 429 ccm. 

Nach Abfiltrieren des Katalysators wurde im Vakuum eingeengt, mit Ather 
aufgenommen und mehrmats mit 3!/,-proz. HCl ausgezogen. 

Die atherische Lésung hinterlie3 beim Eindampfen 1,23 g braune verharzte 
Schmieren. 

Die salzsauren Liésungen wurden mit KOH alkalisch gemacht und im Ex- 
traktor mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand (350 mg) wurde in wenig Me- 
thanol gelést und mit einer konzentrierten Losung von 600 mg Pikrinsdiure kurze 
Zeit am Wasserbad erwirmt, wobei alsbald Kristallisation eintrat: Schmp. des 
Pikrats 231° unter Zersetzung. Ausb. 320 mg. 

C,,H,,;0,,N,. Ber. C 45,87, H 4,68, N 14,07. 
Gef. C 45,81, 45,94, H 4,77, 4,76, N 14,18, 14,03. 

Der verharzte Neutralteil (sicehe oben) wurde in 12 ccm Eisessig und 12 ccm 
Alkohol gelést, 6 g Zinkstaub in kleinen Anteilen eingeriihrt und mehrere Stunden 
turbiniert. Nach Abfiltrieren wurde die alkoholische Lésung im Vakuum ein- 
gedampft, mit 3-proz. HCl aufgenommen und mit Ather ausgezogen. Die atherische 
Schicht enthielt 750 mg Harz und wurde verworfen. Die salzsaure Loésung wurde 
mit Kochsalz gesattigt und (nach dem Alkalisieren mit konz. Natronlauge) im 
Extraktor ausgeathert. Der Atherriickstand (== 270 mg) wurde in Methanol gelést, 
ergab jedoch mit einer methanolischen Pikrinsaiurelésung keine Fallung. 

c) Katalytisehe Hydrierung in Acetanhydrid: 5 g rohes Nitrovinyl- 
produkt Schmp. 150° wurden in 50 ccm Acetanhydrid (frisch destilliert) gelést 
und mit 1 g Raney-Nickel, das zweimal iiber Eisessig zentrifugiert und in 50 ccm 
Acetanhydrid aufgeschlammt war, in der Schiittelente hydriert. Die Aufnahme 
erfolgte anfangs rasch und war nach Aufnahme der etwa 6H entsprechenden 
Menge konstant. Nach Aufnahme von 10 160 ccm H (fiir C,;H,,0;N, waren ber. 
10 725 ccm H) wurde abgebrochen, obwohl die Aufnahmegeschwindigkeit kon- 
stant war, entspr. 0,5 ccm H pro Minute. Es wurde vom Katalysator abfiltriert, 
Acetanhydrid bei tiefer Temperatur im Vakuum vertrieben, der Riickstand mit 
Benzol aufgenommen, die Lésung mit Wasser und 5-proz. Sodalésung saurefrei 
gewaschen und an 100g Al,0, (Brockmann) chromatographiert. Das Petrol- 
ither-Eluat hinterlieS unwesentliche Mengen eines Ols. Aus dem Benzol-Eluat 
kristallisierten 1,46 g verfilzte Nadeln von unscharfem Schmelzpunkt. Eine zweite 
Chromatographierung dieses Produktes mit Benzol und Benzol-Ather (5° Ae.) 
ergab 2 Fraktionen: 

Frakt. 1: Aus Petrolaither-Benzol umkristallisiert Schmp. 112°. 

Frakt. 2: Aus Benzol umkristallisiert Schmp. 180—182°. 

Verb. aus Frakt. 1: 
C,;H,,0,N (VII). Ber. C 57,87, H 6,72, N 4,64, Acetyl 13,8. 
Gef. C 57,68, H 6,82, N 4,65, Acetyl 12,57. 
Verb. aus Frakt. 2 
C,;H.,0;N, (VI). Ber. C 58,06, H 7,09, N 9,03. 
Gef. C 57,83, H 7,11, N 9,03. 

Die Zerewitinoff-Bestimmung der Verb. VI, Schmp. 180—182° ergab: 

bei 20° 0,84, 0,77%, bei 95° 0,93°/, aktiver Wasserstoff. 
Dies entspricht 2—3 Atomen aktiven Wasserstoffes. 

6. Verseifung und Decarboxylierung des 2-[f-Acetylamino- 
athyl]-4-methy]-3.5-dicarbathoxy-pyrrols (V1). 

1,1 g des Prod. Schmp. 180—182° (VI) wurden in 60 ccm 4-proz. methanolischer 
KOH 1 Stde. unter RiickfluB gekocht, nach 12-stdg. Stehenlassen bei 20° mit 
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Wasser verdiinnt, der Methylalkohol im Vakuum vertrieben und ausgeathert 


(unwesentlicher Atherriickstand). 

Die alkalische Lésung wurde auf pq 6 (Kongo) gebracht und im Extraktor 
=e Ather ausgezogen. Der amorphe atherische Riickstand (510 mg) wurde in 
2,92 ccm Acetanhydrid und 3ccm Pyridin gelést und 1 Stde. auf 100° erhitzt, 
danach mit Eiswaseer zersetzt, mit 10-proz. Salzsiure angesduert und ausgeathert. 
Der atherische Rickstand wurde im Kugelrohr (Hochvakuum) auf 170° erhitzt, 
wobkei eine geringe Menge eines kristallisierenden Oles destillierte, das kein Pikrat 


bildete: 
Sdp. 150—160°, Schmp. 42—46°. 
C,H,,ON, (IX). Ber. C 65,03, H 8,49, N 16,86. 
Gef. ¢ 65,03, H 8,54, N 16,84. 


Des Produkt Schmp. 42—46° wurde mit 4-proz. methanol. Kalilauge in der 
Hitze verseift, schwach angeséuert und das Methanol im Vakuum abdestilliert. 
Der Riickstand wurde mit Kalilauge alkalisch gemacht und ausgeithert. Der 
atherische Riickstand war sehr gering und wurde ohne Analyse zur physiologischen 


Priifung verwandt. 
Zusammenfassung 


Es wird die Darstellung des Acetylderivates des 2-Athylamino-4- 
methyl-pyrrols, welches im Hinblick auf seine histaminahnliche Struktur 
bemerkenswert ist, beschrieben. 


Uber Ciupein 
X. Mitteilung 
Von 
K, Felix, H. M. Rauen, W. Stamm und G. Zimmer 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1950) 


Die Versuche, iiber die in dieser Mitteilung berichtet wird, be- 
schrinken sich auf die Identifizierung von Isoleucin als Baustein des 
Clupeins, nachdem mit der Papierchromatographie nicht eindeutig ent- 
schieden werden konnte, ob es sich um dieses oder Leucin handelt!. Wir 
benutzten dazu das Verfahren der Gegenstromverteilung von L. C. 
Craig?. Als organische (obere) Phasen diente teils Iso- teils sek. Bu- 
tanol, als waiBrige (untere) Phase eine Lésung von 30% Ammonium- 
acetat + 7% Ammoniak, wie sie G. Barry, D. Gregory und L.C. 
Craig® zur Trennung der Aminosauren des Bacitracins verwendet haben. 

Da die Aminosiuren sich in den beiden Butanolen nur wenig 


1K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. H. M. Rauen, diese Z. 286, 67 
[1950}. 
2 L.C. Craig, J. biol. Chemistry 155, 519, 1944, vgl. auch H. M. Rauen u. 


W. Stamm, Chem.-Ing.-Techn. 21, 259 [1949]. . 
3G. Barry, D.Cregory u. L.C. Craig, J. biol. Chemistry 175, 485 [1948]. 
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jésen, nahmen wir von der oberen Phase 15 ccm und von der unteren 
5 ccm, um wigbare Mengen in die obere Phase zu bekommen. 

Unter diesen Bedingungen haben wir aliquote Teile der Mono- 
aminosdurenfraktion eines Clupeinhydrolysates 24-fach und 34-fach 
verteilt und den Trockenriickstand in den oberen Phasen bestimmt. Die 
beiden Kurven in Abb. 1 zeigen, wie er sich iiber die Réhrchen verteilt. 
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Abb. 1. Gegenstromverteilung der Monoaminosiiuren des Clupeins. a) 24-fach, 
b) 34-fach, im System Isobutanol/30°%% Ammoniumacetat -- 7°, Ammoniak in 
wiBriger Losung. 





Dann wurden von den Trockenriickstaénden der oberen Phasen der 
Roéhrchen und von einem synthetischen Gemisch der Monoamino- 
siuren des Clupeins eindimensionale Papierchromatogramme mit Buta- 
nol-Eisessig entwickelt (Abb. 2). 
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Abb. 2. Papierchromatogramm der Réhreninhalte von der 24-fachen Gegenstrom- 
verteilung der Monoaminosauren des Clupeins (vgl. Abb. 1). 
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Darnach finden sich Serin, Alanin, Threonin und Prolin in den 
ersten 5 Réhrchen, Valin verteilt sich iiber die Réhrchen 2—10 und 
Isoleucin bzw. Leucin iiber die Réhrchen 5—14. In den Rohrchen 7 bis 
13 sind nur Valin und Isoleucin bzw. Leucin enthalten. Von insgesamt 
4 Verteilungen wurden die Trockenriickstiinde der oberen Phasen dieser 
Rohrchen vereinigt und erneut 24-fach verteilt. Die Kurve I in Abb. 3 
zeigt ein ausgesprochenes Maximum zwischen den Réhrchen 7 und 8. 
Nach dem Papierchromatogramm findet sich das Isoleucin bzw. Leucin 
in den Rohrchen 5—12. 
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Abb. 3. 24-fache Gegenstromverteilung im System Isobutanol/30°%% Ammonium- 

acetat + 7° Ammoniak in waGriger Lésung. I: Monoaminosaurenfraktion der 

Roéhreninhalte 7—13 (vgl. Abb.1) bei 18°C; II: d,l-Isoleucin bei 24°C; III: 
l(—)-Leucin bei 24° C, 


Um zu entscheiden, welche der beiden Aminosiuren die gleiche 
Verteilungskurve gibt, mu8ten Versuche mit reinen Aminosiuren an- 
gestellt werden. Die zunachst erreichbaren Handelspriparate erwiesen 
sich als ungeeignet, ein als 1(—)-Leucin bezeichnetes enthielt mehr 
Isoleucin und ein anderes als /(—)-Isoleucin deklariertes bestand zu 
ungefaihr gleichen Teilen aus Leucin und Isoleucin und etwas Valin. 
Erst zwei amerikanische Priparate von d,/-Isoleucin und /-Leucin 
waren geniigend rein. Ihre Verteilungskurven sind unter II und III 
in Abb. 3 wiedergegeben. Das Maximum der Kurve fiir Isoleucin liegt 
nahe bei dem der Monoaminosiurenfraktion des Clupeins tiber Rohr- 
chen 8, das fiir Leucin weiter entfernt iiber Réhrchen 11. 

Da8 das Maximum des Isoleucins in der Monoaminosiurenfraktion 
des Clupeins nicht auch in Réhrchen 8 fallt, liegt an den verschiedenen 
Temperaturen, unter denen die Verteilungen vorgenommen werden 
muften. Der Verteilungskoeffizient der Aminosiuren hangt im benutzten 
Verteilungssystem relativ stark von der Temperatur ab. 

SchlieBlich haben wir das Isoleucin noch aus der mit Flaviansaiure 
nicht fallbaren Fraktion eines partiellen Hydrolysates des Clupeins als 
4£-Naphthalinsulfonat und als Dinitrophenylderivat isoliert und durch 
Mischschmelzpunkt mit den gleichen Derivaten der reinen Aminosaure 
identifiziert. 
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Beschreibung der Yersuche 


Wir kenutzten eine Verteilungsapparatur aus. nichtrostendem Stahl ameri- 
kanischer Kcnstrukticn mit 25 Réhrchen, von denen die unteren Teile 8 ccm und 
die oberen 16 ccm fassen‘. Das giinstigste Volumenverhiltnis der beiden Phasen 
ist 1:1, das Volumen der unteren Phase mu immer 8 ccm betragen. Da wir aus 
spater zu erlauternden Griinden ein solches von 1:3 anwenden muBten, wurden in 
die Réhrchen der unteren Trommel Glasstabe, die je 3 ccm Fliissigkeit verdrangten, 
eingefiihrt, so daB sich die untere zur oberen Phase wie 5:15 ccm verhalten konnte. 
Nach beendeter Verteilung wurden aliquote Teile der oberen Phasen entnommen, 
in vorgewogenen Glaskélbchen von etwa 10 ccm Fassungsvermégen im beheizten 
Vakuumexsiccator (10—15 mm Hg, 50—55° C) zur Trockene eingeengt und der 
Riickstand bestimmt. 

Iscbutanol und sek. Butanol® wurden durch mehrmaliges Rektifizieren ge- 
reinigt. Die waBrige Phase wurde mit der alkoholischen iiberschichtet und unter 
éfterem Schiitteln vor Gebrauch mehrere Tage stehen lassen. Wenn im folgenden 
ven unteren und oberen Phasen geschrieben wird, so sind stets solche gemeint, die 
mit der Gegenphase abgesattigt sind. 

Bestimmung des Verteilungskoeffizienten 

Hierzu benutzten wir Pyrexgliser mit Schliffstopfen. Die Aminoséuren 
wurden in bestimmte Volumina unterer Phase eingewogen, aliquote Teile in die 
Glasréhren einpipettiert und das dreifache Volumen oberer Phase hinzugefiigt. 
Zur Mischung wurden die Pyrexglaser 25-mal um ihre Querachse gedreht. Nach dem 
Entmischen (3—4 Min.) wurden in aliquoten Teilen der oberen Phasen die Trocken- 
riickstinde bestimmt. In den unteren Phasen war das nicht méglich, weil sie zu viel 
£alz enthielten. Die in ihnen verbliebenen Mengen ermittelten wir aus der Differenz 
zwischen den eingewogenen und in die oberen Phasen gegangenen. Das Verhiltnis 
der beiden Betrage ergab dann den Verteilungskoeffizienten kg fiir das Phasen- 


Tab. 1]. Verteilungskoeffizienten kg einiger Aminosiuren im System Isobutanol bzw. 
sek. Butanol/36% Ammoniumacetat + 7% Ammoniak. Phasenverhiltnis 1:3. 
18—20° C Raumtemperatur. 











itisstiiaiiaen Konz. i. d. wssr. kg kg 

° Phase in % (Isobutanol) (sek. Butanol) 
i(—)-Isoleucin 0,6 0,82*) — 
1(-—)-Isoleucin 0,5 - 0,7*) 
l(—)-Leucin 0,6 0,52*) — 
l(—)-Leucin 0,5 0,7*) 
l(—)-Valin 0,6 0,19 — 
l(—)-Valin 0,5 0,28 
d, l-Prolin 0,5 0,05 0,14 
d, l-Alanin 0,7 0,03 — 
d, l-Alanin 0,5 - 0,10 
1-Serin 0,7 0,02 — 
1-Serin 0,5 - 0,07 











*) Die beiden Werte fiir Isoleucin und Leucin wurden mit unreinen deutschen 
Praparaten gewonnen. Bei der Berechnung von ig aus der Lage der Kurvenmaxima 
(vgl. spaiter) ergeben sich andere Werte. 


4 Hr. Prof. L. C. Craig, der Begriinder der counter current distribution und 
Hr. O. W. Post, der Konstrukteur des Apparates, am Rockefeller Institute for 
Medical Research in New York haben das Geraét dem Frankfurter Institut ge- 
schenkt, wofiir wir ihnen auch an dieser Stelle herzlich danken. 

5 Fir die Uberlassung gréBerer Mengen Isobutanol sind wir den Farbwerken 
Leopold Casella, Frankfurt a.M.-Fechenheim, und fiir entsprechend groBe 
Mengen sek. Butanol den Héchster Farbwerken zu groBem Dank verpflichtet. 
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verhaltnis 1:3. Da bei der Verteilung geringe Mengen Salz in die oberen Phasen 
iibertraten, haben wir in parallelen Versuchen ohne Aminosiuren den ,,Leerwert“ 
bestimmt und diesen von den Versuchsergebnissen abgezogen. 

Die Verteilungskoeffizienten in Tab. 1 beziehen sich auf Verteilungssysteme 
mit Isobutanol und sek. Butanol als oberen Phasen. Die Ausgangskonzentrationen 
an Aminosauren betrug zwischen 0,5—0,7%. Threonin, das im Clupein neu auf- 
gefunden wurde, stand uns damals noch nicht zur Verfiigung und wurde mikro- 
biologisch identifiziert. 

Man sieht aus der Tabelle, daB die Werte kg der Monoaminosauren des Clupeins 
auch fiir das Phasenverhaltnis 1:3 noch so niedrig sind, daB bei 24-facher Ver- 
teilung sich nur Jsoleucin bzw. Leucin und allenfalls Valin von den anderen Mono- 
aminceéuren abtrennen lassen. Rei dem iiblichen Phasenverhaltnis 1:1 ware das 
bei 24-facher Verteilung nicht méglich gewesen. 


Abhangigkeit des Verteilungskoeffizienten von der Konzentration 
der Aminosauren 

Im Verteilungssystem mit Isobutanol wurden die Verteilungskoeffizienten 
von l-Leucin, /-Valin und mit sek. Butanol diejenigen von /-Leucin im Bereich 
von 0,2—0,8%, Aminosiure in der unteren Phase bestimmt. Die Koeffizienten 
waren innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gleich. Die Werte wurden als 
Kurvenbild schon von Rauen und Stamm? verdéffentlicht, worauf verwiesen 
wird. Anders als bei vielen anderen Verbindungen hangen die Verteilungskoeffi- 
zienten der untersuchten Aminoséuren in dem von uns angewandten Bereich und 
Verteilungssystem nicht von der Konzentration ab, was fiir eine glatte Gegenstrom- 
verteilung giinstig ist. 

Ermittlung der notwendigen Anzahl von Durchmischungen 


Nach Barry, Sato und Craig® mu8 vor Beginn einer Gegenstromverteilung 
ermittelt werden, wie,oft man umschiitteln muB, bis das Gleichgewicht erreicht ist. 
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Abb. 4. Ermittlung der notwendigen Anzahl von Umschiittelungen bis zum voll- 
stérdigen Verteilungsgleichgewicht im System sek. Butanol (d, /-Alanin) (I) baw. 
Iscbutanol (I-Serin) (II) als alkoholische und eine Lésung von 30°, Ammonium- 
acetat + 7% Ammoniak als wiBrige Phase. 


. G. T. Barry, Y. Sato u. L.C. Craig, J. biol. Chemistry 174, 209 [1948]. 
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Hierzu gebrauchten wir fiir sek. Butanol als obere Phase d, /-Alanin und fiir Iso- 
butanol als obere Phase /-Serin. Gleiche Volumina einer Lisung jener Amino- 
siuren in der unteren Phase wurden in mehreren Pyrexglasern mit dem dreifachen 
Volumen oberer Phase so vorsichtig iiberschichtet, daB sie sich zunachst nicht 
mischten. Die einzelnen Réhrchen wurden dann 2, 4, 6,8, 10,15- und 20-mal 
umgeschiittelt zur Entmischung stehen gelassen und in aliquoten Anteilen der 
oberen Phasen der Trockenriickstand bestimmt. 


Die Ergebnisse geben die jeweils mit 1 bezeichneten Kurvenabschnitte in 
Abb. 4 wieder. Dann wurden die Aminosiuren in den oberen Phasen gelést und 
sonst gleich verfahren. Die sich nach den gleichen Anzahlen von Umschiittelungen 
ergebenden Verteilungskoeffizienten sind in den mit 2 bezeichneten Kurven- 
abschnitten in Abb. 4 eingezeichnet. Man sieht, da in beiden Fallen bereits nach 
5-maligem Umschiitteln Verteilungsgleichgewicht erreicht ist. Hier hat es sich 
besonders schnell eingestellt. Die obengenannten Autoren erreichten mit Benzy]- 
penicillin und p-Oxybenzylpenicillin im System 3-m. Phosphatpuffer py4,6 bzw. 
4,9/Athylather erst bei 50 Umschiittelungen Gleichgewicht. 


Verteilung der Monoaminosauren des Clupeins 


Aus einem Hydrolysat von 5g Clupein-methylesterhydrochlorid wurde, 
wie in der vorhergehenden Arbeit! beschrieben, das Arginin mit Wofatit C ent- 
fernt. Der die Monoaminoséuren des Clupeins enthaltende Durchlauf wurde im 
Vakuum zur Trockne gebracht und in etwa 30 ccm unterer Phase, eine mit Iso- 
butanol gesittigte waBrige Lésung von 30°, Ammoniumacetat + 7°94 Ammoniak, 
gelést. Jeweils 5 ccm wurden in Réhrchen 0 der Verteilungsapparatur eingefiillt, 
die oberen Phasen dariiber gegeben und bei 18—20°C Raumtemperatur 24-fach 
verteilt. Dann wurde in gleichen Anteilen der oberen Phasen der Trockenriick - 
stand bestimmt. Abb. la gibt 2 auf diese Weise erhaltene Verteilungskurven 
wieder. Ganz entsprechend wurden 5ccm der Ausgangslésung der Monoamino- 
siuren in derselben Apparatur durch einfaches Weiterdrehen der oberen Trommel 
34-fach im System mit sek. Butanol verteilt. Die hierbei erhaltene Verteilungs- 
kurve ist in Abb. Ib wiedergegeben. 


Die Kélbcheninhalte 1—16 von den Trockengewichtsbestimmungen einer 
24-fachen Verteilung des Monoaminosiaurengemisches wurden in je 200 cmm Wasser 
gelést und je etwa 20 cmm in Abstanden von etwa 3 cm auf die ,,Startlinie“ eines 
Bogens Filtrierpapier Schleicher & Schiill Nr. 598 g pipettiert. Gleichzeitig wurden 
20 cmm eines kiinstlichen Gemisches der im Clupein nachgewiesenen Monoamino- 
siiuren aufgesetzt. Das mit n-Butanol-Hisessig erhaltene eindimensionale Papier- 
chromatogramm wird durch Abb. 2 veranschaulicht. Nach ihm befinden sich 
in den Réhrchen 7—18 einer 24-fachen Verteilung nur noch Valin und Leucin bzw. 
Jsoleucin. Die oberen Phasen der RGhrchen 7—13 von 4. einzelnen Verteilungen 
wurden vereinigt, das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in 
5 ecm unterer Phase gelést. Diese Lésung wurde in Rdhrchen 0 der Verteilungs- 
maschine gegeben und wieder 24-fach im System mit Isobutanol bei 18—20°C 
Raumtemperatur verteilt. Die Kurve, in Abb. 3/I wiedergegeben, besitzt ein 
Maximum iiber 7—8 der Abszisse. Ein eindimensionales Papierchromatogramm 
von dieser Verteilung laBt erkennen, daB sich das Leucin bzw. Isoleucin nunmehr 
in den Réhrchen 5—12 befindet. 


Deutsche Handelspraparate von [(—)-Leucin und l[(—-)-Isoleucin wurden 
ebenfalls 24-fach im gleichen System verteilt, aber bei 24°C Raumtemperatur. 
Die Kurven zeigt Abb. 5. Beide Praparate enthielten auBer der deklarierten 
Aminoséure noch erhebliche Mengen anderer Substanzen. Aus dem Vergleich 
dieser mit den gleich beschriebenen Kurven reinerer Priparate amerikanischer 
Herkunft geht hervor, daB das deutsche Handelspraparat /(—)-Leucin viel mehr 
Tsoleucin als Leucin und das Handelspriiparat /(—)-Isoleucin etwa gleiche Mengen 
Leucin und Isoleucin neben geringen Anteilen Valin enthielten. 
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Abb. 5. 24-fache Gegenstromverteilung im System Isobutanol/30°/, Ammonium- 
acetat + 7% Ammoniak in waBriger Lésung. I: /-Leucin (Handelspriparat) bei 
25°C; II: dasselbe nach Reinigung iiber das f-Naphthalinsulfonat (22° C); 
III: l-Isoleucin (Handelspraparat) bei 25° C. 
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Das deutsche Leucin wurde nach Bergmann und Stein’ iiber das /-Naph- 
thalinsulfcnat zu reinigen versucht. Kurve II in Abb. 5 gibt den Verlauf der Ver- 
teilung dieses gereinigten Praparates im gleichen System bei 18—20°C Raum- 
temyeratur wieder. 

SchlieBlich wurden auf die gleiche Weise zwei Praparate von d, l-Isoleucin 
und /(—)-Leucin amerikanischer Darstellung bei 24° C Raumtemperatur verteilt. 
Die Kurven bringt Abb. 3 unter II und III. Das Kurvenmaximum fiir Isoleucin 
liegt iiber 8, das fiir Leucin tiber 11. 


Berechnung der Verteilungskoeffizienten von Isoleucin und Leucin 
aus den Kurvenmaxima 
Nach einer von 8. V. Lieberman® angegebenen mathematischen Methode 
lassen sich aus den Lagen der Kurvenmaxima iiber den Abszissen die Verteilungs- 
keeffizienten berechnen. Man erhilt: 
kg 
aus Kurve Abb. 3/II fiir d, /-Isoleucin 0,52 (24°) 
aus Kurve Abb. 5/I_ fiir ((—)-Isoleucin 0,61 (25°) 
aus Kurve Abb. 5/II fiir U(—)-Isoleucin 0,51 (20°) 
aus Kurve Abb. 3/I _ fiir Clupeinfraktion 0,48 (18°) 
aus Kurve Abb. 3/III fiir (—)-Leucin 0,85 (24°) 
aus Kurve Abb. 5/I fiir (—)-Leucin 1,0 (25°) 


Der Wert kg des zu identifizierenden Leucinderivates aus Clupein mit 0,48 
(18° C) liegt dem des Isoleucins mit 0,51 (20° C) am nachsten. Die Werte fiir Leucin 
sind erheblich héher. 

Mit den Ergebnissen der Gegenstromverteilung der deutschen Praparate steht 
in Einklang, daB die in Tab. 1 angefiihrten Verteilungskoeffizienten kg von Iso- 
leucin héher und von Leucin niedriger liegen als die oben angefiihrten, aus den 
Kurvermaxima der Gegenstrcmverteilung reinerer Praiparate berechneten. 


Isolierung von Isoleucin aus Clupeinhydrolysaten 
a) als f-Naphthalinsulfonat’. 


25 g Clugeinmethylester-hydrechlorid wurden in 500 ccm 2-n. Salzsaure gelést 
urd bei 37°C 4 Wochen aufkewahrt. Nach Abstumpfen bis zur lackmussauren, 


7M. Bergmann u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 129, 609 [1939]. 
8 §. V. Lieberman, J. biol. Chemistry 173, 63 [1948]. 











Uber Clupein. X. Mitteilung Bd. 286 (1950) 


aber nicht mehr kongosauren Reaktion, wurde cine wafrige Flaviansaiurelésung 
im UberschuB zugesetzt, worauf sich ein dliges Flavianat bildete. Von ihm wurde 
dekantiert und dieses zur Aufarbeitung auf basische Peptide verwandt, woriiber 
spater berichtet wird. Aus der Mutterlauge wurde die iiberschiissige Flaviansiure 
mit Bariumhydroxyd und die Bariumionen mit Schwefelsiure entfernt und mit 
Natronlauge neutralisiert. Ein Teil der farblosen Lésung wurde zur Trockne ge- 
bracht und mit 6-n. Salzsiure 24 Stdn. unter RiickfluB hydrolysiert. Der nach 
Einengen im Vakuum erhaltene Riickstand enthielt nach einem Papierchromato- 
gramm Isoleucin, Serin, Threonin, Alanin und Valin. 

Ein Teil der die Monoaminosauren enthaltenen Lésung wurde mit f-Naph- 
thalinsulfosiure versetzt, worauf zunachst ein reichlicher Niederschlag ausfiel. 
Durch Zusatz des gleichen Volumens Methanol wurde sowohl das Na-Salz der 
Sulfosiure als auch iiberschiissige freie Saure in Lésung gebracht. Der noch ver- 
bliebene Niederschlag wurde isoliert, aus heiSem Wasser mehrfach umkristallisicrt. 
Kleine farblose Prismen, Schmp. 180—182° C (unkorr.). 

Aus dem friiher erwahnten, wenig mit Leucin verunreinigten amerikanischen 
Isoleucinpraparat wurde das /-Naphthalinsulfonat dargestellt. Schmp. 180—182°C 
(unkorr.). Keine Depression im Mischschmelzpunkt mit dem oben beschriebenen 
Derivat. : 

Das f-Naphthalinsulfonat des Isoleucins aus Clupein wurde nach Zersetzen 
papierchromatographiert und nur Isoleucin identifiziert. 

b) als Dinitropheny]-isoleucin: Nach Zusatz von Methanol zum Rest der 
Monoaminosaurenfraktion des Partialhydrolysats fiel zunichst anorganisches 
Material, von dem abgetrennt wurde. Zur klaren Lésung wurde Natriumbicarbonat 
und 1-Fluor-2.4-dinitrobenzol, in wenig Athanol warm gelést, hinzugefiigt und 
2 Tage unter 6fterem Umschiitieln stehen lassen. Der Alkohol wurde dann durch 
kurzes Destillieren im Vakuum und das nicht verbrauchte Fluordinitrobenzol 
durch Extrahieren mit Petrolaither entfernt. Beim Aufbewahren im Eisraum fiel 
ein Niederschlag, der abgetrennt und mit wenig eciskaltem Wasser gewaschen 
wurde. Nach mehrmaligem Umkristallisieren erschienen kleine, gelbe rhomboedri- 
sche Kristalle, die sich leicht in Athanol und schwer in kaltem Wasser lésten. 
Schmp. 170° C (unkorr.). 

100 mg Isoleucin wurden in 25 ccm Wasser gelést, 128 mg Natriumbicarbonat 
und 142 mg Fluordinitrobenzol, in wenig Athanol gelést, hinzugefiigt. Nach ein- 
taigigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur schied sich nach Hiskiihlung wenig 
nicht verbrauchtes Fluordinitrobenzol aus, von dem abgegossen wurde. Nach 
Ansaiuern mit Salzsaure fiel ein Niederschlag, der iiber Phosphorpentoxyd im 
Vakuum getrocknet wurde. Nach Umkristallisieren aus 2-n. Salzsiure und Metha- 
nol-Wasser wurden gelbe, rhomboedrische Kristalle erhalten, die bei 170—171° C 
(unkorr.) schmolzen. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem aus Clupein erhaltenen Dinitrophenyl- 
isoleucin ergab keine Depression. 


Zusammenfassung 
Das papierchromatographisch in Hydvolysaten von Clupein nach- 
gewiesene Leucinderivat wurle nun dirch Gegenstromverteilung als 
Isoleucin identifiziert. Isoleucin konnte auch aus Hydrolysaten des 
Clupeins als 6-Naphthalinsulfonat und als Dinitrophenylderivat iso- 
liert werden. 
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Die Ferrocyankali-Essigsdure-Triibung als Grundlage eines vom 
Dispersitatsgrad unabhangigen Eiweiibestimmungsverfahrens 
Von 
Fritz Heepe, Helmut Karte und Elisabeth Lambrecht 
Aus der Universitaits-Kinderklinik Géttingen (Direktor: Prof. Dr. H. Kleinschmidt) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1950) 


Die diaphanometrischen, nephelometrischen und photometrischen 
Eiwei8bestimmungsmethoden, so die Verfahren mit Sulfosalicylsiure! 
und mit Trichloressigsiure?, deren Prinzip die Messung der nach Zusatz 
eines eiweiBfallenden Reagens entstehenden Triibungsintensitit ist, 
haben in der Praxis des Klinikers, vor allem im Ausland, wegen ihrer 
meist einfachen Handhabung eine zum Teil recht erhebliche Verbreitung 
gefunden. Doch haftet ihnen allen bisher der grundsatzliche Fehler an, 
daB verschieden disperse EKiweiBfraktionen, also vor allem Albumine 
und Globuline, bei gleicher GesamteiweiBkonzentration verschieden 
starke Triibungen ergeben (soweit auch Besonderheiten der Zusammen- 
setzung der verschiedenen EiweifBe fiir die Fallung von Bedeutung sind, 
seien sie hier vereinfachend unter ,,Dispersitat‘‘ mit einbegriffen). Da 
nun biologische Fliissigkeiten (Blutserum, Liquor, Harn usw.) stets fein- 
und grobdisperse Proteine nebeneinander und in von Fall zu Fall wech- 
selndem Verhiltnis enthalten, wird der hieraus resultierende Fehler je 
nach der Schwankungsbreite des Albumin-Globulin- Quotienten sowie 
auch der Relation der Globulinunterfraktionen untereinander sich regel- 
maBig, und zwar in unvorhersehbarem Umfang, auswirken. Diese Tat- 
sache ist bereits von verschiedener Seite festgestellt worden (Avillar 
de Loureiro, Lange, Plétner® u.a.) So fand Lange bei gleichem 
GesamteiweiBgehalt das Verhaltnis der Albumintriibung zur Globulin- 
triibung mittels der nephelometrischen Bestimmung nach Rona und 
Kleinmann (Salzsiure und Natriumsulfosalicylat) wie 100:170. In 
eigenen Nachpriifungen mit kiinstlichen Gemischen von Albumin- und 


1 Kingsbury, Clark, Williams u. Post, J. Lab. clin. Med. 11, 981 [1926], 
zit. n. Todd u. Sanford, Clinical Diagnosis by Laboratory Methods, Philadelphia 
und London 1948. — Denis u. Ayer, Arch. int. Med. 26, 436 [1920], zit. n. Georgi 
u. Fischer, Hdb. der Neurologie Bd. 7/I, Berlin 1935. — Ravaut u. Boyer, 
Presse méd. 82, 42 [1920], zit. n. Georgi u. Fischer. — Looney u. Walsh, J. 
biol. Chemistry 127, 117 [1939]. — Rona u. Kleinmann, Biochem. Z. 140, 461 
{1923]. — Custer, Miinch. med. Wschr. 1926, 1324. 

2 Mestrezat, Le Liquide cephalo-rachidien, Paris 1912, zit. n. Meyer, Der 
Liquor, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1949. — Gilbert, Benard u. Labord, 
C. R. Séances Soe. Biol. Filiales Associées 89, 311 [1923], zit.n. Hatz in Bennhold- 
Kylin-St. Ruszny&k, Die EiweiSkérper des Blutplasmas, Dresden und Leipzig 
1938 und andere. 

3 Avillar de Loureiro, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 104, 919 
[1930]. — Lange, Kolloid-Z. 68, 69 [1934]. — Plétner, Biochem. Z. 286, 136 


[1936]. 
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Globulinlésungen konnten wir fiir die gebriuchlichsten EiweiBfallungs- 
mittel die Abhangigkeit der Triibungsintensitét vom Dispersitatsgrad 
der jeweiligen Proteinmischung bestitigen. Als Beispiel seien die Ver- 
haltnisse fiir Sulfosalicylsiure und Trichloressigsiure, die am haufigsten 
zur nephelometrischen EiweiBbestimmung benutzten Fallungsmittel, 
mitgeteilt (Abb. 1). 

Versuchsanordnung: Aus menschlichem Blutserum wurden durch Am- 
moniumsulfat-Aussalzung der Albumin- und Globulifanteil getrennt und durch 
mehrtigige Dialyse gegen Leitungswasser und physiologische Kochsalzlésung ge- 
reinigt. Kontrolle auf Reinheit der EiweiBfraktionen elektrophoretisch im Tiselius- 
Apparat. Kjeldahlometrische EiweiBbestimmung der gewonnenen reinen Albumin- 
und Globulinlésung. Einstellung beider Lésungen mittels physiologischer Koch- 
salzlésung auf den gleichen GesamteiweiBgehalt. Nach dessen erneuter kjeldahlo- 
metrischer Kontrolle Herstellung von jeweils 6 Mischungen verschiedener Albumin- 
und Globulinrelationen (100%, 75%, 679%, 50%, 339% Albumin, 100% Globulin) 
von ein und demselben GesamteiweiBgehalt. Bei den hier mitgeteilten Ansatzen 
(Abb. 1 u. 2) wurden je sechs entsprechende Lésungen vom GesamteiweiBgehalt 
48, 95, 127 und 190 mg% hergestellt. Samtliche Lésungen wurden in dem zur 
nephelometrischen GesamteiweiBbestimmung bei uns benutzten Verhiltnis mit 
Sulfosalicylsiure (0,4cem Serumverdiinnung + 1,6 ccm 2,5-proz. Sulfosalicyl- 
siure) und Trichloressigsiure (1,0ccm Serumverdiinnung + 1,0ccm 40-proz. 
Trichloressigsiure) versetzt; Triibwertmessung nach 3 Min. photoelektrisch mit 
dem Becherglas-Kolorimeter von B. Lange. Fehlerbreite beider Triibungsreak- 
tionen etwa + 5%*. 
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Abb. 1. Triibungsintensitat in D°{ (Ordinate) nach Zusatz von Sulfosalicylsiuro 
(a) und Trichloressigsiure (b) in Abhangigkeit vom Albumin-Globulin- Quotienten 
(Abszisse) bei konstantem GesamteiweiBgehalt. 


Es zeigt sich, daB bei gleichem GesamteiweiBgehalt die Triibung 
einer reinen Albuminlésung durch Sulfosalicylsiure fast doppelt so 
starkiist wie die einer reinen Globulinlésung, und daB selbst in dem bei 
Korperfliissigkeiten (Serum, Liquor, Harn) unter physiologischen und 


* Hrn. Prof. Dr. Engelhard, Géttingen, sind wir fiir manche wertvolle An- 
regung bei der Durchfiihrung der Arbeit, den Hrn. Dr. Kellner und Dr. Anton 
vom Physiolog.-Chem. Institut der Universitat (Direktor: Prof. Dr. Deuticke) 
fiir die liebenswiirdige Ubernahme einer Reihe von kjeldahlometrischen EiweiB- 
bestimmungen sehr zu Dank verpflichtet. 
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pathologischen Verhaltnissen zu erwartendem Schwankungsbereich des 
Albumin-Globulin- Quotienten von etwa 0,5 bis 3,0 die Triibwerte ganz 
erheblich differieren. Praktisch heiBt das, daB die nephelometrische Ki- 
weiBbestimmung bei im Verhiltnis zur benutzten Eichlésung mehr Al- 
bumin enthaltenden Fliissigkeiten stets zu hohe, bei mehr Globulin 
enthaltenden Flissigkeiten zu niedrige Werte ergibt, wenn keine Kon- 
stanz des Albumin-Globulin- Quotienten gewahrt werden kann. Ahnlich 
liegen die Verhaltnisse bei der EiweiBtriibung durch Trichloressigsdure 
sowie eine Reihe von anderen Fillungsmitteln, wobei wohl in erster 
Linie die unterschiedliche TeilchengréBe der an sich quantitativ ge- 
fallten Proteine fiir das Zustandekommen der Triibungsdifferenzen ver- 
antwortlich zu machen sein diirfte. Bei einer zweiten Gruppe von eiweiB- 
fallenden Substanzen hingegen (Sublimat, Cadmiumsulfat, Zinksulfat, 
Antimonverbindungen, Formaldehyd, Resorcin u. a.) sind bekanntlich 
Fallung und Triibung in den globulinreicheren Mischungen — hier aller- 
dings infolge isolierter oder iiberwiegender Ausfallung des grobdispersen 
EiweiBanteils — sehr viel intensiver als in den albuminreicheren, eine 
Tatsache, welche man sich seit langem bei vielen der sogenannten La- 
bilitatsreaktionen des Blutserums praktisch zu Nutze gemacht hat. 
Ks ist einleuchtend, welche betrachtlichen Fehler sich aus den genannten 
Beziehungen zwischen Albumin-Globulin- Quotient und EiweiBtriibung 
bei der praktischen Benutzung von Sulfosalicylsiure, Trichloressigsaure 
und ahnlichen Mitteln zur nephelometrischen EiweiSbestimmung in 
biologischen Fliissigkeiten ergeben miissen, und es war Hinsberg und 
Lang? deshalb zuzustimmen, wenn sie die nephelometrischen Methoden 
zur KiweiBbestimmung aus den obengenannten Griinden als ,,prinzipiell 
abzulehnen“ bezeichneten. 

Auf der Suche nach einem fiir quantitative Triibungsmessungen 
brauchbareren EiweiSfallungsmittel stieBen wir nun, angeregt durch 
Untersuchungen mit der Liquorreaktion nach Pawlowitsch, auf die 
altbekannte EiweiBreaktion mit Ferrocyankalium und Essigsaure. 


Die Ferrocyankali-Essigsiure-Reaktion ist unseres Wissens bisher 
nur fiir den qualitativen EiweiBnachweis benutzt worden. Orientierende 
Versuche unter dem Zusatz von Ferrocyankali- und Essigséurelésungen 
verschiedener Konzentration zu Serumverdiinnungen ergaben nun, daB 
diese Reaktion fiir eine photo-elektrisch meBbare Modifikation gute 
Voraussetzungen bietet. Als optimale Konzentrationen erwiesen sich 
uns 1% fiir Ferrocyankalium und 24% fiir Essigsiure, wobei bei einem 
Proteingehalt zwischen 20 und etwa 275 mg% homogene, mit dem 
Lange-Becherglas-Kolorimeter gut differenzierbare Triibungen (bis fast 
70% Dichteprozent im 1 cem-MeBréhrchen) erzielbar sind. Die Dichte- 
kurve zeigt nach raschem Anstieg fiir eine geniigend lange Zeit konstante 
Werte; bei héherem EiweiSgehalt auftretende feinstflockige Ausfallungen 
sind durch Schiitteln oder Umriihren leicht zu lésen und beeintrachtigen 


4 Hinsberg u. Lang, Med. Chemie, Berlin u. Wien 1938. 
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die Messung nicht. Starkere Anderungen der Ionenkonzentration und 
Verschiebungen der Wasserstoffionenkonzentration in der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit beeinflussen die Triibungsstarke und -zeit, so 
da8 eine Eichkurve jeweils nur fiir einen bestimmten Bereich von Ionen- 
stirke und fg benutzt werden kann. Fiir Liquores sowie Serum- und 
Exsudatverdiinnungen mit physiologischer Kochsalzlésung scheinen die 
selbst unter pathologischen Verhaltnissen vorkommenden Ionen- und 
fy-Schwankungen auf den Ausfall der Ferrocyankali-Essigsaurereaktion 
ohne EinfluBzusein. Fiir die vorliegende Untersuchung benutzten wir den 
folgenden Ansatz, der jedoch fiir besondere Verhiltnisse je nach EiweiB- 
konzentration, #q und Ionenstairke sowie nach dem benutzten MeB- 
gerat in verschiedener Weise abgewandelt werden kann: 1 ccm Serum- 
verdiinnung + 1 ccm 1-proz. Ferrocyankalilésung + 1 Tropfen 24-proz, 
Essigsiure (Einhalten genau gleicher TropfengréBe notig); Triibwert- 
messung nach 3 Minuten. 

Wiahrend sich die so modifizierte quantitative Ferrocyankali-Essig- 
siiure-Reaktion bei geeigneten Untersuchungsmedien im taglichen Ge- 
brauch, was Handlichkeit und Schnelligkeit, Reproduzierbarkeit der 
Resultate und Brauchbarkeit fiir Serienuntersuchungen anbetrifft, als 
der genannten Methode mit Sulfosalicylsiiure und anderen einfachen 
nephelometrischen EiweifSbestimmungsmethoden vollkommen gleich- 
wertig erwies, zeigte sie in ihrer Beziehung zum Albumin-Globulin- 
Quotienten ein véllig anderes Verhalten (Abb. 2). Unabhangig vom 
jeweiligen Albumin- oder Globulingehalt trat nimlich in allen nach der 
oben angegebenen Versuchsanordnung hergestellten kiinstlichen EiweiB- 
gemischen bei gleichem Gesamtproteingehalt stets die gleiche Triibungs- 
stiirke nach Zusatz von Ferrocyankali u. Essigsiure ein. Selbst reine 
Globulin- und reine Albuminlésungen unterscheiden sich — gleichen 
GesamteiweiBgehalt vorausgesetzt — in ihrem Triibwert nicht. 

Diese Unabhangigkeit der Triibung vom Albumin-Globulin-Quotienten bei 
der Ferrocyankali-Essigsiure-Reaktion ]4Bt vermuten, daB die Koagulation der 
urspriinglichen EiweiBkérper zu annahernd gleichdispersen Teilchen fiihrt, die 


voraussichtlich um ein Vielfaches gréBer sind als die urspriinglichen Globulin- 
teilchen. Auf letzteres deutet auch die relative Instabilitat des Reaktionsgemisches 
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Abb. 2. Triibungsintensitat in D% (Ordinate) nach Zusatz von Ferrocyankalium 
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hin, die sich in der erwahnten Neigung zu feiner, reversibler Ausflockung bei den 
hdheren EiweiBkonzentrationen auBert, sowie die Tatsache, daB die maximal mit 
Ferrocyankali und Essigsiure erzielbaren Triibungsstirken die mit Trichloressig- 
siure und Sulfosalicylsaure bei entsprechendem Reaktionsansatz méglichen nicht 
erreichen. 

Beiliufig sei erwahnt, daB die obigen Ergebnisse nur mit frisch aus mensch- 
lichem Serum und Exsudaten undenaturiert dargestelltem und durch Dialyse 
gereinigtem Albumin und Globulin gewonnen wurden. Bei aus dem in Ampullen 
kauflichen Humanalbumin und -globulin ohne erneute Dialyse hergestellten 
Proteinmischungen zeigte sich das Verhalten der Ferrocyankali-Essigsaure-Trii- 
bung nicht in der erwarteten gesetzmaiBigen Weise, vermutlich infolge héheren 
und nicht konstanten Gehalts an kleinmolekularen Substanzen — es wurden 
z. B. Rest-N-Werte bis fast 200 mg®%, gefunden — sowie vielleicht auch durch 
unterschiedliche Einfliisse bei der industriellen Darstellung und Konservierung 
eingetretener EiweiSdenaturierungen. 


Die Ferrocyankali-Essigsiure-Reaktion ist somit die un- 
seres Wissens erste zur nephelometrischen EiweiBbestimmung 
geeignete Fallungsreaktion, die — wenigstens unter bestimmten 
Bedingungen — vom Dispersitatsgrad des zu messenden Pro- 
teins unabhingig ist. Die hiervon gerade fiir Untersuchungen an 
biologischen Materialien zu erwartenden Vorteile liegen auf der Hand*, 


Zusammenfassung 


In aus frischem Blutserum, Liquor und Exsudaten dargestellten 
Proteingemischen sind die nephelometrisch mit Ferrocyankali und Essig- 
siure gemessenen EiweiBwerte unabhingig vom Albumin-Globulin- 
Verhaltnis. 


* Nachtrag b.d. Korr.: Weitere, nach der Fertigstellung dieser Mittei- 
lung angestellte Untersuchungen haben ergeben, da8B bei gewissen pathologischen 
Seren (Nephrose, Plasmozytom) und Tierseren auch die Ferrocyankali-Essigsaure- 
Triibung eine Abhangigkeit vom Dispersitatsgrad zeigen kann, die allerdings 
nicht so stark ist wie bei Trichloressigsiure und Sulfosalizylsiure. Die Dispersi- 
titsunabhingigkeit der Ferrocyankali-Essigsiure-Reaktion darf also nicht fiir 
jede beliebige biologische Fliissigkeit verallgemeinert werden, sondern scheint 
nur fiir eine ganz bestimmte chemische und physikalisch-chemische Konstella- 
tion der benutzten Proteinlésungen und des Versuchsansatzes Giiltigkeit zu be- 
sitzen, deren noch genauere Charakterisierung fiir die Praxis der quantitativen 
Triibungsmessung von erheblichem Wert sein diirfte. 


15* 
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Uber Synergisten von Mitosegiften 
III, Mitteilung! 
Phiorrhizin, Colehicin und N-Methyl-colchicamid 


Von 
Hars Lettré, Rencte Lettré und Charlotte Pflanz 
Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitit Heidelberg 
(Der Schrifileitung zugegangen am 16. September 1950) 


1948 beschrieb Schoetensack? eine Hemmung von £-Glycero- 
phosphatasen durch Colchicin. Er sucht damit den Mechanismus der 
mitosehemmenden Wickung zu interpretieren und spricht weiterhin 
die Vermutung aus, daf allgemein Mitosegifte Hemmstoffe von Phos- 
phatasen sein kénnten. Gegen die Schlu8folgerungen von Schoeten- 
sack miissen folgende Einwande gemacht werden: 1. Diz Dosen von 
50y/eem Colchicin, die zur Phosphatasehemmung .notwendiz sind, 
liegen 1000-mal héher als die mitosehemmenden. 2. Nizht nur morpho- 
logisch, sondern auch biochemisch sind diz verschi2zdenartigsten An- 
griffspunkte der verschiedenen Typen von Mitosegiften nachgewiesen®. 
Eine Verallgemeinerung cines Befundes an einem Mitosegift fir alle 
Typen von Mitosegiften oder gar alle sog. cytostatischen Stoffe ist daher 
nicht zulassig. 

Es erschien in dizsem Zusammenhang von Interesse, einen be- 
kannten Hemmstoff der Phosphorylicrungsvorginge auf seine Wirkung 
auf die Zellteilung zu priifen. Wir haben hierfiir das Phlorrhizin gewahlt, 
das nach Lundsgaard? in einer Konzentration von m/50 und m/100 
Phosphorylierungen, Dephosphorylierungen und die Glykolyse hemmt. 
Bei einem Molgewicht von 436 entsprechen diesen Molarititen rund 8 
bzw. 4 mg/ccm. Wie schon an anderer Stelle kurz erwahnt', hat Phlor- 
rhizin an Fibdroblasten aber keine mitosehemmende Wirkung. Mit einer 
Dosis von 1,5 mg/ccm ist das Wachstum der Gewebekulturen fast voll- 
standig unterbunden; mit 1 mg/ccm ist im Vergleich zu den Koatroll- 
kulturen geringeres Wachstum vorhanden, aber ohne das Erscheinungs- 
bild der Mitosehemmung. Die Zellen zeigen starren, spiebartigen Habitus; 
mit 0,75 mg/eem ist das Wachstum vergleichbar mit den Kontroll- 
kulturen, die Zellen sind noch etwas geschidigt. Kulturen mit 375 y/eem 
und weniger wurden auf die Mitosenzah! ausgezihlit (Tab. 1). Man 
ersieht hieraus, daB keinerlei Hemmung des Mitosenablaufs der Fibro- 
blasten besteht. Das Phosphatasengift Phlorrhizin bewirkt also keine 
Mitosehemmung und daher erscheint die Aussage nicht begriindet, dag 
Mitosegifte allgemein Phosphatasengifte sind. Andererseits ist dieses 


1H. Lettré, R. Lettré u. Ch. Pflanz, II. Mitt.: diese Z. 286, 138 [1950]; 
I. Mitt.: Naturwiss. 37, 378 [1950]. In der II. Mitt. mu8 es auf Seite 141, 
5. Zeile von unten, statt 0,0004 y ccm richtig 0,004 » ccm heiBen. 
2 W. Schoetensack, Naturwiss. 35, 285 [1948]. 
3H. Lettré, Ergebn. Physiol. biol. Chem. exp. Pharmakol. 46, 379 [1950]. 
‘ E. Lundsgaard, Biochem. Z. 264, 209 [1933]. 





Nt 


o. 











Bd. 286 (1950) Uber Synergisten von Mitoseyiften III 213 


Tab. 1. EinfluB von Phlorrhizin auf die Mitose ohne und mit Zusatz von Colchicin. 











Zugesetzte Dosis in y ccm Prozentzahl Zustand 
Phlorrhizin | Colchicin a der Spindel 
= — 1,9 
375 ~ 2,0 
188 - 2,0 4 
94 ~- 1,8 L 
7 — 1,6 + 
: 0,011 6,4 t (+) 
188 0,01] 80 
94 0,011 47,2 
47 0,011 39,5 
23,5 0,011 36,6 
12 0,011 11,8 
6 0,01) 16,9 
3 0,011 12,3 . 
1,5 0,011 6,6 + (+) 
— 0,0055 2,2 - 
188 0,0055 35,4 
94 0,0055 13,7 
— 0,0045 2,6 : 
94 0,0045 5,3 }- 
12 0,0045 4,0 1 
= 0,003 2,4 
94 0,003 4,6 
12 0,003 3,6 











Beispiel geeignet, einen gewissen Vergleich tiber die Dosen zu erhalten, 
die bei einer Fermenthemmung einerseits, der Wachstumshemmung 
(hier nicht Mitosehemmung) andererseits, notwendig sind. Man muB 
mit der Méglichkeit rechnen, daB in den Zellen eine Anreicherung der 
Stoffe aus dem Medium zustandekommt, so da innerhalb der Zelle 
eine gréBere Konzentration vorliegt. Im homogenen Medium der Ferment- 
reaktion sind 4—8 mg/cem Phlorrhizin notwendig; in der Gewebekultur, 
bei der wir die Dosis nur im Medium messen,.aber nicht diejenige in der 
Zelle selbst angeben k6énnen, bendtigt man zur Wachstumshemmung 
| -—1,5 mg/cem, also rund !/;. Im Falle des Colchicins ist das Verhaltnis 
der Dosen von Fermenthemmung zu Mitosehemmung gréBer als 1000; 
selbst wenn Colchicin ein sehr viel giinstigeres Verteilungsverhaltnis 
zwischen Zelle und Medium hitte, ist es unwahrscheinlich, daB die in 
vitro notwendige Konzentration der Fermenthemmung erreicht wird. 

Im Zusammenhang mit der von J. Brachet*® ausgesprochenen 
Hypothese, daf8 Muskelkontraktion und Zellteilung auch biochemische 
Parallelen zeigen, kommt der Adenosintriphosphorsiure als Energie- 
lieferant besondere Bedeutung zu. Wir kénnen bisher nur indirekte 
Hinweise dafiir geben, daB Colchicin in dem Fermentkomplex, der zur 
Regenerierung der Adenosintriphosphorsiure gehért, eine Rolle spielt?. 
Wenn die Phosphorylierungsprozesse aber mittelbar mit der Wirkung 


> J. Brachet. Embryologie chimique. Paris 1947. 
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des Colchicins zusammenhingen, so besteht die Méglichkeit, daB in 
der Kombination mit Phlorrhizin Besonderheiten auftreten. Unsere 
Befunde zeigten, daB der Zusatz von Phlorrhizin den Grad der Mitose- 
hemmung durch Colchicin auBerordentlich steigert (Tab.1). Die 
Wirkungsverstarkung erweist sich als stark abhaingig von der Dosis 
an Phlorrhizin; die unterste Dosis, die noch bei einer Colchicindosis 
von 0,011 y/cem steigernd wirkt, wurde zwischen 1,5 bis 3 y/cem ge- 
funden. Im Gegensatz zu den Befunden mit Bulbocapnin! gelingt es 
mit Phlorrhizin auch bei einer unterschwelligen Dosis von Colchicin 
eine Wirkungsverstarkung zu erzielen, wozu gréBere Phlorrhizindosen 
notwendig sind. Auch bei Anwendung von N-Methyl-colchicamid als 
Mitosegift lieB sich die Verstaérkung durch gleichzeitigen Zusatz von 
Phlorrhizin nachweisen (Tab. 2). 


Tab. 2. Einflu8 von Phlorrhizin auf die. Mitosewirkung des N-Methyl-colchicamids. 











Zugesetzte Dosis in y/ecm 
: Prozentzahl Zustand 
Dhtaeeieln N-Methyl- der Mitosen der Spindel 
colchicamid 
— 0,002 4 - 
47 0,002 7,3 
94 0,002 14,2 
188 0,602 38,2 
_ 0,006 26 
47 0,006 50 
94 0,006 47 
188 0,006 58 -— 














Wenn wir annehmen, daB8 auch die kleinen Dosen von 3 bis 100y/cem 
Phlorrhizin in der Zelle eine Hemmung eines Fermentes, etwa einer 
speziellen Phosphatase bewirken, so reicht diese nicht aus, um Wachs- 
tum und Teilung der Zellen zu behindern. Sie reicht aber aus, um die 
Wirkung des Colchicins zu verstirken. An der phlorrhizinvergifteten 
Zelle haben also Mitosegifte vom Typ des Colchicins eine stirkere 
Wirkung als an der unbehandelten Zelle. Nehmen wir als Arbeits- 
hypothese an, daB die Wirksamkeit des Colchicins von dem Spiegel 
der Zelle an Adenosintriphosphorsaure abhiingt, so kénnte eine Senkung 
dieses Spiegels durch Phlorrhizin die Wirkungssteigerung erklaéren. Nach 
Meyerhof und Wilson® hemmt Phlorrhizin die Bildung von Adeno- 
sintriphosphorsiiure aus Phosphobrenztraubensiure; Shapiro’ findet 
ebenfalls eine Hemmung der mit Oxydationen verkniipften Bildung 
energiereicher Phosphatbindungen. 

Fraulein Ursula Héwener danken wir fiir die fleifige Mithilfe bei der Durch- 


fiihrung der Arbeit. Der Stiftung fiir Krebs- und Scharlachforschung an der Uni- 
versitat Heidelberg danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


6 QO. Meyerhof u. J. R. Wilson, Arch. Biochem. 17, 153 [1948]. 
7 B. Shapiro, Biochem. J. 41, 151 [1947]. 
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Zusammenfassung 


1. Phlorrhizin, ein Hemmstoff phosphorylierender und dephos- 
phorylierender Fermente, hat keine Mitosegiftwirkung. Die von’ 
Schoetensack? ausgesprochene Vermutung, da Mitosegifte durch. 
Hemmung von Phosphatasen wirken, kann also nicht allgemein zu- 
treffen. 

2. An mit kleinen Dosen Phlorrhizins behandelten Fibroblasten 
in vitro zeigen Colchicin und N-Methyl-colchicamid verstirkte Wirkung 
als Mitosegifte. Ihre Wirksamkeit ist demnach mittelbar vom Ablauf 
der Phosphorylierungsvorginge abhiangig. 


Uber die Schutzwirkung der p-Aminobenzoesdure gegen die 
Photooxydation der Pteroylglutaminsaure 


Vorliufige Mitteiluag 
Von 
H. M, Rauen und K.-H, Kimbel 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. November 1950.) 


Es mehren sich die Mitteilungen iiber Hemmwirkungen der Pteroyl- 
glutaminsaure auf verschiedene fermentative Reaktionen. Nur in wenigen 
Fallen kommt diese Wirkung jedoch der nichtfluoreszierenden Saure 
selbst zu, sondern blaufluoreszierenden Pterinen, mit welchen sie meist 
verunreinigt ist. Unter den Begleitstoffen ist neben der Pteridoxamin- 
carbonsaure-(8)! und dem Pteridoxamin besonders der Pteridoxamin- 
aldehyd-(8) als empfindlicher Inhibitor einer Reihe von Fermenten, ins- 
besondere von Flavinenzymen, erkannt worden. 

Im AnschluB an Arbeiten iiber die photooxydative Bildung dieser 
Pterine aus Pteroylglutaminsiure? mit Hilfe der Gegenstromverteilung! 
erschien es uns wichtig zu untersuchen, durch welche MaBnahmen sie 
verhindert werden kann. Wir fanden, daB eine Reihe von Verbindungen, 
den Lésungen des Na-Salzes der Pteroylglutaminsiure zugesetzt, die 
photooxydative Spaltung durch Tageslicht oder Ultraviolett verzégern 
bzw. unterbinden. Unter diesen ,,Desensibilisatoren‘‘ steht die »-Amino- 
benzoesiure an erster Stelle. 


1 Fiir die Stammsubstanz 2-Amino-6-oxy-pteridin schlugen H. M. Rauen und 
H. Waldmann die kiirzere Bezeichnung Pteridoxamin vor, vgl. diese Z. 286, 
181 [1950]. 

2 E.8. Bloom, I.M. van den Belt, S.B. Binkley, B.L.O’Dell u. 
J. I. Pfiffner, Science [New York] 100, 295 [1944]; E. L. R. Stokstad, D. Ford- 
ham u. A.de Grunigen, J. biol. Chemistry 167, 877 [1947]; O.H. Lowry, 
QO. A. Bessey u. E. J. Crawford, J. biol. Chemistry 180, 389 [1949]. ; 








216 H.M. Rauen und K.-H. Kimbel, Bd. 286 (1950) 


Zu den Bestrahlungsversuchen mit Tageslicht wurden jeweils 15mg Na- 
pteroylglutaminat in 2 ccm Wasser, mit und ohne Zusatz von Na-p-Aminobenzoat, 
in Ampullen eingefiillt und zugeschmolzen. Die Ansitze wurden am Fenster im 
direkten Tageslicht aufbewahrt und in bestimmten Tagesabstianden die Fluoreszenz- 
intensitét im Filtrat, nach Ausfallen der restlichen Pteroylglutaminséure durch 
Zusatz von n/50-Salzsaure, wie friiher mitgeteilt', bei p;, 12 bestimmt (vgl. Abb. 1). 
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Abb. 1. Photooxydativer Abbau der Pteroylglutaminsiure unter Tageslicht, ge- 

messen an der Zunahme fluoreszierender Abbauprodukte. Je 2 cem Ansatz: 15 mg 

Na-Pteroylglutaminat, 1. ohne Zusatz, 2. mit 5mg, 3. mit 10mg und 4. mit 
20 mg Na-p-Aminobenzoat. 


Die Ansatze zur Bestrahlung mit Ultraviolett enthielten in 2 ccm 1,5 mg 
Pteroylglutaminsaure (als Na-Salz), mit und ohne Zusatz von Na-p-Aminobenzoat. 
Sie wurden ebenfalls in Ampullen abgefiillt und unter der Analysenquarzlampe 
ohne Schwarzglasfilter bei Kiihlung durch Luftventilation bestrahlt. In Abstanden, 
von 10 Min. wurden Ampullen entnommen, 2 ccm Inhalt mit 0.5 ecm 7/10-Salz- 
siure versetzt und nach 2-stdg. Stehenlassen von der ausgefallenen Pteroylglu- 
taminsiure zentrifugiert. 2 cem des klaren Zentrifugates wurden mit 8 cem Teorell- 
Stenhagen-Puffer py 12,0 versetzt und fluorometrisch vermessen (vgl. Abb. 2). 

Die Kurven zeigen deutlich die Hemmwirkung der p-Aminobenzoe- 
siure auf den Vorgang der Photooxydation der gegen Lichteinwirkung 
offenbar sehr empfindlichen Pteroylglutaminsiure. Diese Hemmwirkung 
erstreckt sich nicht nur auf die Spaltung in den Pteridoxamin-Anteil 
und den p-Aminobenzoylglutaminsiéuren-Anteil, sondern auch auf die 
weitere Oxydation des primar entstandenen Pteridoxaminaldehyds-(8) 
zur Carbonsaiure und deren Decarboxylierung zum Pteridoxamin, wie 
sich aus spiter zu belegenden Versuchen mit den genannten Pterinen 
ergab. Ihre Fluoreszenzintensitat in gepufferter wiS8riger Lésung (py 12) 
wird durch steigenden Zusatz von p-Aminobenzoesiure nicht vermindert. 

In den beschriebenen Versuchsreihen wurden die Lésungen in Am- 
pullen gehalten, deren Gasraum Luft enthielt. Vertreibt man sie vor 
dem Zuschmelzen durch einen Stickstoffstrom, so ist die Bildung blau- 
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fluoreszierender Abbauprodukte durch Lichteinwirkung auch ohne Zu- 
satz von p-Aminobenzoeséure wesentlich verlangsamt. 

Im Hinblick auf die eingangs erwihnten Befunde iiber die Hemm- 
wirkung der Pteridoxaminderivate auf Fermente miissen nunmehr die 
Ergebnisse vieler Versuche mit nicht vorgereinigter Pteroylglutamin- 
siure zumindest kritisch bewertet werden. Die Entfernung der stérenden 
Verunreinigungen gelingt durch Umkristallisieren oder durch Aus- 
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Abb. 2. Photooxydativer Abbau der Pteroylglutaminsiiure unter Ultraviolett. 
Je 2ccm Ansatz: 1,5 mg Na-Pteroylglutaminat, 1. ohne Zusatz, 2. mit 0,5 mg, 
3. mit 1,0 mg, 4. mit 1,5 mg und 5. mit 2,0 mg Na-p-Aminobenzoat. 


waschen der Pteroylglutaminsiure mit n/50-Salzsiure. Setzt man der 
Waschfliissigkeit noch etwas p-Aminobenzoesdure zu, so wird gleich- 
zeitig gegen die wihrend des Waschvorgangs etwa entstehende photo- 
lytische Spaltung geschiitzt. Ausgewaschene Pteroylglutaminsaure 
kann dann, entweder in fester Form aufbewahrt oder als Lésung des 
Na-Salzes, durch Zusatz von p-Aminobenzoesiure oder Na-p-Amino- 
benzoat stabilisiert werden. 

Wir danken der pharmazeutischen Abteilung der Kali-Chemie A.G., Miin- 
chen, fiir die freundliche Unterstiitzung unserer Arbeiten. 
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Eine colorimetr. Mikromethode zur Bestimmung des Kreatinins 
und Kreatins im Blut und Harn 


Von 
Peter Stelgexs, Hans Wolf und Kurt Schreier * 
Aus der Universitétskinderklinik Heidelberg, Komm. Leiter: Prof. Dr. H. Opitz 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Mai 1950) 


Das anfangs zur Kreatinin(Kn)-Bestimmung angewandte gravi- 
metrische Verfahren von Neubauer!? beruhte auf der Schwerléslichkeit 
eines Kn-Zinkdoppelsalzes in Alkohol; es war jedoch mit verschiedenen 
Miangeln behaftet. Folin? arbeitete eine kolorimetrische Methode aus, 
die auf einer roten Farbreaktion des Kn mit einer alkalischen Pikrinséure- 
lésung (Jaffésche Reaktion*) beruhte*. Das Kreatin (K) wurde durch 
3-stdg. Kochen auf dem Wasserbad in salzsaurer Lésung in Kn tibergefiihrt 
und als soleches nachgewiesen>. Infolge der Einfachheit und guten Repro- 
duzierbarkeit fand diese Methode breite Anwendung und-ist wenig modi- 
fiziert noch heute in Gebrauch ®. 

Thr Nachteil ist ihre groBe Unspezifitét, da alle Verbindungen, die wie 
das Kn die CO-CH,-Gruppe enthalten, z. B. Aceton, Acetessigsiiure, Oxy- 
buttersiure, Glykocyamidin und andere Guanidinderivate mitreagieren, 
weiterhin reduzierende Verbindungen wie H,S und Glucose, ferner K nach 
langerem Stehenlassen. 

Die Unzulingiichkeit dieser Methode au8ert sich in den zum Teil be- 
trachtlichen Differenzen der Untersuchungsergebnisse verschiedener Autoren. 
So ist z. B. bis heute nicht geklirt, wie hoch der Kn- und K-Spiegel des 
Blutes liegt. Wahrend nach Behre und Benedikt, Bohn und Hahn sowie 
Gaebler’? Kn in bestimmbaren Mengen im normalen Serum tiberhaupt 
nicht vorkommt (sog. Pseudokreatinine oder chromogene Substanzen) und 
der K-Wert nur 1/, der bisher angegebenen Werte betragt — ein Ergebnis, 
das erst neuerdings wieder bestiitigt wurde’ —- geben andere Autoren einen 
Kn-Spiegel von 1,0 bis 2,0mg°% und einen K-Gehalt von 3,5 bis 6mg% 
an®. Mit spezifischen Fallungsmitteln konnte in letzter Zeit Kn aus groben 
Blutmengen isoliert und identifiziert werden, so dafi seine Existenz im Blut 
sicher nachgewiesen ist?°. 


* Die Verff. méchten Frau Prof. Goehring vom Chem. Institut der 
Universitit Heidelberg ihren besonderen Dank aussprechen fiir das Inter- 
esse, das sie dieser Arbeit entgegenbrachte und die Anregungen, die sie 
ihnen gab. 

1 O. Neubauer, Liebigs Ann. Chem. 137, 288 [1866]. 

2 O. Folin, diese Z. 41, 223 [1904]. 

3M. Jaffé, diese Z. 10, 391 [1886]. 

47.Greenwald u. J. Gross, J. biol. Chemistry 59, 601 [1924]; 
W. Weise u. C. Tropp, diese Z. 178, 125 [1928]. 

5 §. R. Benedikt, J. biol. Chemistry 18, 191 [1914]. 

6 H. Lieb u. M. K. Zacherl, diese Z. 2238, 169 [1934]. 

7 §$. R. Benedikt u. J. A. Behre, J. biol. Chemistry 52, 11 [1922]; 
H. Bohn u. F. Hahn, Z. klin. Med. 125, 458 [1933]; O. H. Gaebler u. 
A. Keltsch, J. biol. Chemistry 74, Proc. [1927]. 

8 H.W. Berendt, Z. ges. inn. Med. 1950, Heft 3/4, 87. 

® H. Liebu. M. K. Zacherl, diese Z. 226, 130 [1934]; L. Hallmann, 
Klin. Chemie u. Mikroskopie, Georg Thieme, Leipzig 1943; J. Feigl, Bio- 
chem. Z. 81, 14 [1917]. 

10 J. 8. Danielson, J. biol. Chemistry 113, 181 [1936]; F. Linneweh, 
Klin. Wschr. 14, 293 [1935]; M. K. Zacher], diese Z, 248, 69, 80 [1937]. 
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Auch die bisherigen Angaben iiber die Erhéhung des Blut-Kn’s bei 
Niereninsuffizienz sind nicht vollgiiltig, seitdem wir wissen, daB unbekannte 
chromogene Substanzen dabei vermehrt auftreten?!. 

Die Frage der physiologischen Kreatinurie im Kindesalter ist um- 
stritten. Kleinschmidt?? fand bei eiweiBfreier Ernihrung kein K. 

Im Harn von Muskeldystrophikern wurden grofe und schwankende 
Mengen itherléslicher, Jaffé-positiver Stoffe festgestellt, die kein K waren 
(atherunléslich)}%, 

Auch in den roten Blutkérperchen befinden sich chromogene Stoffe!*. 

Der praktische Wert der Folinschen Methode wird deshalb heute an- 
gezweifelt }. 

Auch die Kn-Reaktion mit 3.5-Dinitro-benzoesaure ist unspezi- 
fisch. Da ihr Mechanismus dem der chemisch nahe verwandten Pikrinséure 
entspricht, st6ren die gleichen Stoffe, wenn auch geringer. Der Vorteil 
gréferer Spezifitat wird jedoch durch das schnelle Abblassen der Farbe und 
die Empfindlichkeit gegen Neutralsalze aufgehoben. Nach Behre und 
Benedikt}® ist die Methode im Blut nicht anwendbar. Langley und 
Evans?!’ geben Kn-Werte von 0,5 bis 0,6mg% an. Ihre Ergebnisse in 
Urinen stimmten mit denen der Pikratmethode tiberein. 

In dem von Harden und Norris!® eingefiihrten Diacetyl liegt ein 
Reagens vor, das K direkt bestimmt. Es ist nicht nur unspezifisch, sondern 
auch unempfindlich, so da8B es fiir Bestimmungen im Blut nicht angewandt 
werden kann. Lang?!® hat durch Verwendung von Acetylbenzoyl Ver- 
besserungen erreicht. 

Ahnliche Mingel weist eine von Schaffer angegebene Methode mit 
ammoniakalischer Kupferlésung auf ?°. 

Die direkten Kreatinbestimmungsverfahren haben deshalb kaum An- 


wendung gefunden. 


]. Reaktionsmechanismus und Kritik einer Methode von 
Barkley und Kenney 


1947 haben Barkley und Kenney”! eine Kn-Bestimmungs- 
methode angegeben, die der Ausgangspunkt eines von uns entwickelten 
Verfahrens wurde. Eine mit Kn und Kaliumquecksilberjodid in alka- 
lischer Reaktion auftretende Triibung wird mit einem Nephelometer 
bestimmt. Die Autoren haben die Spezifitit ihrer Methode mit dem 
spezifischen kreatininzerstérenden Bazillus von Miller und Dubos*™ 
gepriift. Ihre Serum-Kn-Werte liegen bei 0,85 mg% oder 0,95 mg% 
bei EnteiweiBung mit Natriumwolframat bzw. Zinkhydrexyd; sie ent- 


1B. F. Miller u. R. Dubos, J. biol. Chemistry 121, 457 [1937]. 

12H. Kleinschmidt, Mschr. Kinderheilkunde 64, 1 [1936]. 

13 KF, Linneweh u. W. Linneweh, Klin. Wschr. 13, 589 [1934]. 

14H. Lieb u. M. K. Zacher, diese Z. 282, 41 [1935]. 

18 K. Hinsberg u. K. Lang, Med. Chem., Urban u. Schwarzenberg, 
Berlin 1938. 

16 §. R. Benedikt u. J. A. Behre, J. biol. Chemistry 114, 515 [1936], 

17 W.D. Langley u. M. Evans, J. biol. Chemistry 115, 333 [1936]. 

18 A, Harden u. D. Norris, J. Physiology 42, 332 [1911]. 

19 K, Lang, diese Z. 208, 273 [1932]. 

20 Ch. F. Schaffer, J. Amer. chem. Soc. 60, 2001 [1938]. 

2 J. A. Barkley u. R. A. Kenney, Biochem. J. 41, 586 [1947]. 

 B. F. Miller u. R. Dubos, J. biol. Chemistry 121, 447 [1937]. 
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sprechen damit etwa den Werten, die Miller und Dubos als echtes Kn 
bezeichneten. 

Wic haben diese Methode untersucht und nach Angabe mit NeBlers 
Reagens, einer 18-proz. Natronlaugekonzentration und einem 7,5-proz. 
Kaliumjodidzusatz, gearbeitet. Wir versuchten zuniichst, uns iiber den 
Reaktionsmechanismus klar zu werden und priiften die Natur des ent- 
stehenden grauschwarzen Niederschlages. Sowohl aus dem obigen wie 
aus einem Quecksilberrhodanidkomplex und ebenso aus einem einfachen 
Quecksilbersalz (Sublimat) entsteht zum gréBten Teil metallisches Hg; 
bei dieser Reduktion wird das Kn zu Isonitrilen abgebaut. Ausfiihrliches 
hieriiber teilen wir andernorts mit. 

Es handelt sich also um keine spezifische Reaktion: Auch Glucose 
und Kreatin haben u. a. reduzierende Eigenschaften, die jedoch von den 
Autoren unterdriickt werden konnten. 

Wir fanden, daB Cystein die Reduktion hemmt, also zu_niedrige 
Kn-Werte vortiuschen kann. Dies scheint uns die Ergebnisse Barkleys 
und Kenneys in Natriumwolframatfiltraten zu erkliiren. Mit dem Ent- 
eiweiBungsmittel von Folin-Wu wird Glutathion nicht gefillt, welches 
bekanntlich Cystein enthiilt. 

Der mit Guanidin, Methylguanidin, Harnstoff und Ammoniak ent- 
stehende Niederschlag beruht nicht auf einem Reduktionsvorgang. Er 
lést sich wasserklar in verd. Salpetersiure. 

Nach diesen Ergebnissen schien es uns fraglich, daB bei der Differenz 
des spezifischen Gewichtes von Wasser und metallischem Hg der Dis- 
persitiitsgrad der Triibung bis zur Beendigung der Messung, die nach 
Angabe 5—30 Min. nach Ablauf der Reaktion durchgefiihrt werden soll, 
gleichbleiben wiirde. Unsere Versuche zeigten bei héheren Kn-Konzen- 
trationen 10 Min. nach Reaktionsablauf keine konstante Triibung mehr 

Aber auch allgemein haftet nephelometrischen Methoden ein Nach- 
teil an: In einer so vielgestaltigen Stoffmischung wie den biologischen 
Fliissigkeiten und bei der Bedeutung der Begleitstoffe und Verunreini- 
gungen entspricht oft der Dispersititsgrad der zu untersuchenden Lé- 
sung nicht dem der Standardlésung. Hier liegt eine nicht zu berechnende 
Fehlerquelle. 

So schien uns der Vorzug der bedeutend gréberen Spezifitait dieser 
Methode durch die in der Natur der Nephelometrie liegende Unzuver- 
lissigkeit weitgehend eingeschriinkt. Ferner war auch hier ein allen 
bisherigen Verfahren anhaftender Mangel festzustellen: Die geringe 
Empfindlichkeit der Kn-Reagenzien, bezogen auf die niedrige Kn-Kon- 
zentration im Blut; man braucht fiir eine Bestimmung 5 ccm Blut 
(2—3 eem Serum). 


2. Dithizon 


Die Erkenntnis, daB es sich bei der Barkleyschen Methode um 
eine Reaktion des Hg-lIons handelt, warf die Frage nach einem Hg- 
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Reagens auf. Wir fanden es im Diphenylthiocarbazon (Dithizon), mit 
dem noch Hg-Mengen unter 1 y (!/;99) mg) nachgewiesen werden kénnen. 

Fischer und Leopoldi® haben in den letzten 15 Jahren Dithizon 
zur quantitativen Bestimmung verschiedener Metalle eingefiihrt, die 
unter Farbentwicklung starke organische Komplexe bilden. Mit steigen- 
dem Atomradius der Metalle geht die griine Farbe des reinen Dithizons 
sn Violett, Orange, Gelb und Rot iiber. 


Ni, Co, Cu, Zn, Sn Ag, Au, Hg, Bi Cd, Pb; Ti 
violett orange -violett rot 





Trotz dieser Vielfalt der Reaktionen, ist die Bestimmung einzelner 
Metalle ohne Isolierung méglich, da ihr Reaktionsoptimum verschieden 
ist. In schwach alkalischem Milieu und bei Anwesenheit von Cyanid 
verbinden sich z. B. nur Pb, Sn, Bi und T!] mit dem Dithizon, bei mineral- 
saurer Reaktion nur Ag, Au, Hg und Cu. GroBer UberschuB von Chlor 
hindert die Ag, nicht die Hg-Reaktion. Jodid maskiert Ag und Hg, 
nicht Cu und Au. Andere Komplexbildner, wie Cyanid und Rhodanid, 
iiben keinen stérenden EinfluB auf Hg und Cu aus, wohl aber auf Ag, 
Au usw. 

AuBer der Farbentwicklung, Empfindlichkeit und Spezifitat sind 
folgende Eigenschaften des Dithizons giinstig fiir seine Verwendung: 
Es ist nicht loslich in Wasser, gut léslich in Chloroform und Tetrachlor- 
kohlenstoff, so daB das gesuchte Metall aus seiner wiBrigen Lésung in 
die organische Phase gezogen wird, die sich dabei charakteristisch ver- 
farbt. Die quantitative Auswertung wird durch den Umstand gesichert, 
daB die Bindung des Metalls an Dithizon durch innere Komplexbildung 
ungewohnlich stark ist. 

Der Vorzug dieser ,,Extraktionsreaktion“ (Fischer) ergibt sich 
damit ohne weiteres aus seiner weitgehenden Unabhiingigkeit von der 
Beschaffenheit der zu untersuchenden Fliissigkeit, der Triibung oder 
Kigenfirbung der wifBrigen Phase. 

Die Farben der Metalldithizonate sind nicht stabil gegeniiber 
Sonnenlicht und Oxydationsmitteln. Fischer fand, daB ein geniigend 
starker Hydroxylaminzusatz die Oxydation verhindern kann. Gegen 
die Einwirkung des Sonnenlichtes schiitzt man sich durch Verwendung 
brauner Glasflaschen. 


3. Hg-Standardkurve 


Die Bestimmung des Hg-Dithizonats konnte auf drei Arten erfolgen: 
1. durch Mischfarbencolorimetrie, 2. durch Colorimetrierung nach dem 
sog. alkalischen Einfarbverfahren (Fischer), 3. durch das Mischfarben- 
titzationsverfahren (Fischer). 

3-H. Fischer, Angew. Chem. 47, 685 [1934]; 50, 919 [1937]; Mikro- 
chemie 20, 307 [1942]; H. Fischer u. G, Leopoldi, Z. analyt. Chem. 
103, 241 [1935]; 119, 161 [1940]. 
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Wir entschieden uns fiir den ersten Weg unter Verwendung eines 
Pulfrich-Photometers und arbeiteten die Methode — wahrscheinlich 
ahnlich wie es Clifford und Wichman, deren Originalarbeiten wir 
nicht einsehen konnten, fiir Bleibestimmungen getan haben** — fol- 
gendermaBen aus: Das in der wiBrigen sauren Phase befindliche Hg 
wird mit einer bestimmten Menge in Chlorofcrm gelésten, griinen Di- 
thizons durch minutenlanges, kriftiges Schiitteln extrahiert und nach 
Abtrennung der organischen Phase die Extinktion gegen griines Di- 
thizon mit Filter S50 und unter Verwendung von 0,5-cm-Kiivetten 
gemessen. Je nach Hg-Gehalt ist die Farbténung mehr gelb oder griin. 
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Abb. 1. Hg-Standardkurve mit HgCl, und K,[ Hg(CNS),]. Filter S55; ' 
0,5-cm-Kiivetten. 


Geeignet schien uns eine Dithizonkonzentration von etwa 3 mg%, 
die wir aus einer 30 mg-proz. Stammlésung durch entspr. Verdiinnung 
erhielten, allgemein so, da& die Gebrauchslésung gegen Wasser mit 
Filter S50 verglichen, eine Extinktion von 0,50 ergab. Davon wurden 
exakt 10 cem zur Extraktion benutzt. 

Zur Aufstellung der Hg-Standardkurven wurden schwachsalzsaure 
Quecksilber(I1)-chlorid- und Kaliumquecksilberrhodanid-Lésungen ver- 
wandt (Jodid stért die Reaktion, siehe oben!). Die Ergebnisse waren mit 
beiden Salzen iibereinstimmend und zeigten, da bis zu einer Konzen- 
tration von etwa 100 y Hg das Lambert-Beersche Gesetz gilt. Dabei 
gab 1 y Hg eine Extinktion von 1,25 Teilstrichen (Abb. 1). Es erschien 
zweckmaiBig, 10 ccm des zum Vergleich benutzten griinen Dithizons 
mit einem Leerwert auszuschiitteln. 


Dieses Verfahren ist einfacher als die Einfarbenmethode, die die Ver- 
wendung eines Vergleichscolorimeters gestattet und bei der das tiberschiis- 
sige griine Dithizon durch waBrige ammoniakalische Lésung abgetrennt 
und die Intensitit des reinen, gelben Hg-Dithizonats colorimetriert wird. 
Sollten Spezialapparate nicht zur Verfiigung stehen, so kann auch der 


44 Pp, A. Clifford u. H. J. Wichmann, J. Assoz. off. agric. Chemists 
19, 130 [1936] (zit. nach Fischer, Mikrochem. 80, 307 [1942]). 
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dritte Weg der Mischfarbtitration eingeschlagen werden, bei dem die aus 
der untersuchten Lésung extrahierte Mischfarbe mit einer zweiten reinen 
Dithizonlésung verglichen wird, gegen die eine bekannte Hg-Menge so lange 
titriert wird, bis Farbtongleichheit auftritt. Titrationsfehler 2—3 % 5. 


4. Kreatininstandardkurve—Empfindlichkeit der Methode 


Wir hatten anfangs die Absicht, den durch die Kn-Hg-Reaktion 
entstandenen Niederschlag von der iiberstehenden Fliissigkeit zu 
trennen, in konz. Salpetersiiure zu lésen und das Hg als Quecksilber- 
nitrat mit Dithizon zu bestimmen. Hierbei hatte jedoch die hohe 
Empfindlichkeit des Dithizons, deren Anwendung einen grofen Vor- 
teil gegeniiber bisherigen Methoden versprach, unausgeniitzt bleiben 
miissen. Mengen von wenigen y Hg liegen natiirlich weit unterhalb 
einer Konzentration, die eine Triibung hervorruft. Auch war bei der 
Abtrennung kleiner Niederschlige mit Substanzverlusten zu rechnen, 
was eine VergréBerung der Fehlerbreite bedeutet hatte. 

Ein sehr empfindliches und einfaches Verfahren bietet die Differenz- 
bestimmung. Da das unter der Reduktionswirkung von Kn entstehende 
Hg — ob es auch im y-Bereich zu Metall wird oder sich mit Kn ver- 
bindet, muB vorerst offen bleiben, da kein analysierbarer Niederschlag 
entsteht — nicht mehr mit Dithizon reagiert, wird der in einer be- 
stimmten Menge vorgelegten Quecksilberchlorids oder Kaliumqueck- 
silberrhodanids nicht umgesetzte Hg-Anteil mit Dithizon ermittelt: 
Gibt man z. B. zu einer alkalischen waBrigen Lésung, die wenige y Kn 
enthalt — wir benutzen reines Kn von Merck und Kn-Hydrochlorid von 








La Roche — eine 80 y Hg enthaltende Quecksilberchlorid- oder Kalium- 
quecksilberrhodanidlésung, li ®t 15 Min. reagieren, siiuert dann schwach 
mit Schwefelsiiure an und extra- 0,40 

hiert mit Dithizon wie iiblich, so ; 7 
weist die Farbe eine stiirker griine 0,50 





Komponente auf, als dies 80 y Hg 
entspricht, gibt also beispiels- 
weise eine Hg-Konzentration von 
60 y an. Je hoéher der Kn-Gehalt, 
desto griiner der Farbton, bis 
schlieBlich die Farbe des reinen 
griinen Dithizons auftritt. 085 V4 
Ab. 2 zeigt die auf diese gg a 
Weise ermittelte Kn-Standard- . 
kurve: Sie liuft bis 15 y Kn 100 
nahezu gradlinig, was einem ge- , 5 _, 0 15 
niigend groBen Ablesungsbereich 7 Kreatinin —~ 
von 50 Teilstrichen auf der ppb, 2, Kreatinin, Standardkurve mit 
Trommel entspricht. Dabei er- HgCl, und K,{Hg(CNS),], 80 y Hg ent- 
gibt 1 y Kn bereits eine deutliche haltend). 


2 H. Grubitsch u. J. Sinigo, Z. analyt.*Chem. 114, 30 [1938]. 
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Extinktion.Weiterhin ist das Ablesungsprinzip ersichtiich: Je hoher der 
Kn-Geh ut, desto niher liegt die Extinktion dem Nullwert. Eine Hg- 
Konzentration von 80 y erwies sich vorteilhaft als Ausgangswert, da 
bei gréBeren Hg-Mengen die Ablesung schwierig ist. 


5. Spezifitat der Methode 


Zwischen spezifischen Reagenzien, deren Zahl gering ist, und spezi- 
fisch eingestellten Reaktionen besteht ein prinzipieller Unterschied. Ein 
Beispiel fiir letztere ist der Nachweis von Metallen mit Dithizon. Hier 
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Abb. 3. Reaktionsgeschwindig- 
keit von Kreatinin und Glucose. 
Verwendung von Kalium- 
quecksilberrhodanid —_(theo- 
ret. erwartete Extinktion fiir 
3y Kn = 0,91). 


wird — wie oben erliiutert — eine Allge- 
meinreaktion durch Anderung der Reak- 
tionsbedingungen spezifisch eingestellt. Das 
gleiche Ziel] verfolgten wir bei der Bestim- 
mung des Kreatinins. 

Die Glucose stérte deutlich. Wir muB- 
ten deshalb eingchende Untersuchungen 
beider Stoffe nebcneinander durchfiihren. 
Abb. 3 zeigt ihre Reaktionsgeschwindig- 
keit. Man sieht, daB Kn schneller rea- 
giert. Das Mengenverhiltnis ist etwa der 
Blutkonzentration entsprechend gewiahlt. 

Einen hemmenden Einflu8  starker 
Alkalitét auf die Reaktionswirkung der 
Glucose konnten wir im Gegensatz zu 
Barkley und Kenney, die allerdings mit 
héhvren Hg-Konzentrationen gearbeitet 


haben, nicht feststellen (Abb. 4). Es ist ersichtlich, daB die Reduktion 
des Hg mit zunehmender Alkalitit giéBer wird und dann konstant 
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Abb. 4. Reaktion von Kreatinin und Glucose bei Alkalitatsinderung. 
Kaliumquecksilberrhodanid (theoret. erwartete Extinktion fiir 3 y Kn: 0,91). 


Abb. 5 zeigt den Einflu8 eines steigenden Kaliumrhodanidzusatzes 
auf die Reaktion. 7% sind ohne Wirkung auf Kn, bei 10% reagiert es 


schwiicher, bei 25°/, nicht mehr. Die Glucose bleibt unbeeinfluBt. 
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Abb. 5. Reaktion von Kreatinin und Glucose bei KCNS-Zusatz. 
Reaktionsdauer 15 Min., n-NaOH Endkonzentration. 
- 3y Kreatinin. ------ 300 y Glucose 
Kaliumquecksilberrhodanid (theoret. erwartete Extinktion fiir 3 y Kn: 0,91). 


Eine Moglichkeit, die Reduktion durch Glucose zu unterdriicken, 
ergab sich aber bei Beriicksichtigung der Temperatur. Wahrend alle 
bisherigen Reaktionen bei Zimmertemperatur ausgefiihrt worden 
waren, priiften wir nun bei 0, 10 und 20° (Abb. 6). 
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Abb. 6. Reaktion von Kreatinin und Glucose bei verschiedenen Temperaturen. 
Hohere Konzentration als in Tab. 3—5: 
Kaliumquecksilberrhodanid (theroret. erwartete Extinktion fiir 5 y Kn: 0,85). 


Man sieht, daB die Glucose bei 10° kaum mehr reagiert, wihrend 
Kn das Maximum erreicht hat. K stort nicht waihrend der iiblichen 
Reaktionsdauer. Wir haben Glucosemengen untersucht, die bei Ver- 
wendung von 0,3 ccm Blut einer Blutzuckerkonzentration von 200 mg% 
und bei der weiter unten angegebenen Urinverdiinnung einem Harn-’ 
zuckergehalt von 5—6% entsprechen und keine Zunahme der Reduktion 
gefunden. ; 

Danach und nach Ergebnissen an Urinen und Blutfiltraten setzten 
wir folgende Reaktionsbedingungen fest: Eine Temperatur von 8—10° 
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und eine Alkalitiit von Endkonzentration 2-7. Natronlauge. Wir wihlten 
auBerdem einen 7-proz. Kaliumrhodanidzusatz, der gerade noch keine 
Hemmung auf die Kn-Reaktion ausiibt. 

Manche Quecksilberkomplexe (Jodid, Cyanid, Rhodanid) sind in alka- 
lischer Reaktion unbestindig, d. h. es werden aus ihnen Hg-Ionen frei, die 
leicht auch mit schwach reduzierenden Substanzen, deren es im biologischen 
Material eine Reihe gibt, reagieren kénnen. Durch Kaliumrhodanidzusatz 
wird nach dem Gesetz der Massenwirkung das Gleichgewicht der Reaktion 
nach der Seite des Hg-Komplexes verschoben, dieser Faktor also ausge- 
schaltet. Aus dem gleichen Grund gingen wir von der Verwendung des 
Quecksilberchlorids ab. 

Wir untersuchten nun unter den angegebenen Bedingungen eine 
Reihe von Stoffen, die siimtlich keine Stérung verursachten: Guanidin, 
Methylguanidin, Harnstoff, Harnsiiure, Ammoniak, Di- und Trimethy]- 
amin, Brenztraubensiure, Citronensiure, Ascorbinsiiure, Cholesterin, 
Arginin, Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, Glutaminsiiure, Asparagin- 
siiure, Serin, Cystin, Methionin, Lysin, Phenylalanin, Tyrosin, Prolin, 
Oxyprolin, Tryptophan, Histidin. Glykocyamin und Glykocyamidin 
waren leider nicht erhiltlich. Cystein gibt in 10 mg%, Konzentration 
zu geringe Kn-Werte. 


6. Untersuchungen im Urin und Blut 


a) Urin. Wir verglichen an normalen Urinen Erwachsener unsere 
Methode mit der Folinschen, nach Lieb und Zacher] modifizierten, 
wobei mit nach den iiblichen Vorschriften gereinigter Pikrinsiure gear- 
beitet wurde. Um eine Kn-Konzentration von 1—1l5y zu erhalten, 
wurde 1 cem Urin 100-fach verdiinnt und davon 0,5—1,0 ecm genommen. 
2s erwies sich als vorteilhaft, die Reaktionsdauer auf 20 Min. festzu- 
setzen. 

Wir geben einige Vergleichswerte an. 


Pikratmethode Neue Methode 
1. 1,93 mg eem 1,87 mg ‘cem 
2. 0,85 mg ecm 0,78 mg ‘cem 
3. 0,95 mg cem 0,80 mg cem 
4, 1,13 mg ecem 1,04 mg ‘ecem 


Zur Sicherung der Ergebnisse stellten wir Wiederfindungsexperi- 
mente an. Beispiele: 


Ausgangswert 0,80 mg zugegeben: 1,0 mg gefunden: 1,84 mg ' 
in com: 1,04mg 1,0 mg 2,10 mg. 


Man sieht, daB das zugegebene Kn quantitativ wiedergefunden, 
werden konnte. ; 
Zur Uberfiihrung des K in Kn wurden 3 ccm 50-fach verdiinnten 
Urins mit 3 ccm n-HCl versetzt und bei 90° im Trockenschrank bis: 
zur volligen Trockene eingedampft. Den Riickstand lésten wir mit 
9 ccm H,O und entnahmen 1,5 ccm zur Analyse. 
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b) Blut. Wir priiften normale Seren, die wir mit Natriumwolframat 
enteiweiBt hatten, unter den gleichen Bedingungen, Einwirkungsdauer 
zur Blutuntersuchung 30 Min. 

Einige Analysen: 


Ausgangswert 0,76 zugegeben: 0,50 gefunden: 1,22 
in mg%: 1,08 1,00 2,03 
0,87 1,00 1,83. 


Durchschnittlich wurden so Serum-Kn-Werte von 0,7 bis 1,1 mg°, 
und ein Kreatinspiegel von 2,5 bis 3 mg% erzielt. Das K wurde bei 
130° im Autoklaven und bei 0,2-7. HCl Endkonz. in Kreatinin tiber- 
gefiihrt (20 Min.). 

6. Reagenzien 


a) Kaliumquecksilber(IT)-rhodanid: 1,2670g analysenreines Queck- 
silber(II)-rhodanid werden mit 0,7774 g analysenreinem Kaliumrhodanid in 
100 cem bidestilliertem Wasser in der Wirme gelést. Davon wird 1 cem in 
einen 100 ccm Mefikolben gegeben, etwa die Hilfte bidest. Wasser zugesetzt 
und darin 7g Kaliumrhodanid gelést. Auffiillen bis zur Marke. 

Man hat dann eine Kaliumquecksilberrhodanidlésung, die 8mg% Hg 
(== 80 y/eem) und 7% KCNS enthilt. 

b) 6-n. NaOH oder KOH (analysenrein). 

c) 1-n. H,SO, (analysenrein). 

d) Hydroxylaminhydrochlorid 10-proz. (analysenrein). 

e) Dithizonstammlésung: 300 mg Dithizon/l analysenreines 
oder doppelt destilliertes Chloroform (es kann auch Tetrachlorkohlen- 
stoff verwandt werden). 

Dic Lésung ist, dunkel und kiihl und unter einer Schicht von Lésung d) 
aufbewahrt, monatelang haltbar. 

Herstellung der Gebrauchslésung durch 10-fache Verdiinnung derStamm- 


lésung (siehe oben). 
7. Arbeitsvorschrift 

Man stellt zuniichst mit Eiswasser eine Temperatur von 8—10° her, 
gibt dann zu einem Fliissigkeitsvolumen von 3 ccm, daB das gesuchte 
Kn in einer Konzentration von héchstens 15y enthalten darf, 2 ccm 
Natronlauge und 1 cem des Hg-Reagens, schiittelt gut durch und 1aBt 
bei Urinuntersuchungen 20 Min., bei Blutuntersuchungen 30 Min. ein- 
witken. Nach Ablauf der Reaktion wird schwach mit Schwefelsiiure 
angesiiuert und mit bidest. Wasser auf 40 ccm etwa aufgefiillt, ein- 
schlieBlich 2 com Hydroxylamin. Mit 10 cem der Dithizongebrauchs- 
lésung wird nun durch 3 Min. langes Schiitteln extrahiert. Nach Ent- 
mischung der Schichten wird die organische Phase getrennt und zur 
Entfernung anhaftender Wasserreste durch ein méglichst kleines Papier- 
filter gegeben, das man mit verd. Salpetersiiure und bidest. Wasser 
gereinigt und bei 100° im Trockenschrank kurz getrocknet hat. Dann 
wird die Mischfarbe im Photometer gegen griines Dithizon mit Filter 
S 50 und unter Verwendung von 0,5-cm-Kiivetten abgelesen. Den glei- 
chen Arbeitsgang fiihrt man in einem Leerversuch — d. h. ohne Kn — 
durch. Waren die Reagenzien geniigend rein, so muB die Extinktion 


genau 1,00 betragen (= 80 y Hg). 
16* 
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Bestimmung des Kreatinins 





8. Fehlerbreite der Methode 


Die Einfachheit des Verfahrens schlieBt Fehlerquellen wihrend des 
Analysenganges praktisch aus. Zu bemerken ist, da die Temperatur 
streng eingehalten werden mu, um ein Mitreagieren der Glucose aus- 
zuschlieBen. Im iibrigen sind die Fehlerméglichkeiten die gleichen, die 
in der chemischen Literatur angefiihrt werden und die sich aus der 
Natur des Dithizons ergeben. 

a) Man verwende nur analysenreine Reagenzien und priife sie mit 
Dithizon. AuBerdem empfiehlt es sich mit doppelt dest. Wasser zu 
arbeiten. Die Glasgerite (Schiittelflaschen Scheidetrichter) sollen még- 
lichst mit geschliffenen Glasstopfen verschlie8bar sein und miissen pein- 
lichst mit 20-proz. Salpetersiure und mehrmals mit doppelt dest. Wasser 
gereinigt werden. Bei unserem Verfahren, bei dem in saurer Reaktion 
extrahiert wird, stéren Blei und Zink nicht. 

b) Absorbierende Niederschlige, welche bei der Extraktion Hg- 
Verluste verursachen kénnen, miissen ausgeschaltet werden, Urin und 
Blutfiltrat daher klar und eiweiBfrei sein. 

c) Oxydierende Stoffe sind erkenntlich an einer Ausbleichung des 
Dithizons. Hier spielen vor allem 3-wertige Eisensalze eine Rolle, deren 
Wirkung durch- Hydroxylaminzusatz aufgehoben werden kann. 

Gegen Sonnenlicht ist Dithizon zu schiitzen (vgl. 6, e). 

Bei Beachtung dieser Vorschriften liegt die Fehlerbreite der Me- 
thode bei 3 bis 5%. 

AbschlieBend méchten wir noch ein hier ausgearbeitetes, prak- 
tisches Verfahren zur Reinigung des Dithizons angeben, das aus der 
Fabrik nie ganz frei von Nebensubstanzen kommt. 

Man lést 50 mg Dithizon in Chloroform und gibt unter kraftigem 
Schiitteln eine schwach alkalische analysenreine wiBrige Lésung — am 
besten 1:50 verd. Ammoniak — solange zu, bis die griine Farbe der 
organischen Phase verschwindet, d.h. alles Dithizon in sein wasser- 
lésliches rotgefarbtes Alkalisalz iibergegangen ist. War es rein, so muB 
jetzt die Chloroformschicht klar und méglichst farblos sein. Man trennt 
sie ab, schiittelt mit reinem Chloroform, trennt wieder und gibt nun zur 
wiBrigen Phase n-Schwefelsiiure, bis sich bei saurer Reaktion das 
Dithizon in feinen schwarzen Flocken abscheidet. Absaugen und mehr- 
maliges Waschen mit bidestilliertem Wasser. 

Lésen in Chloroform und Eindampfen bei 50°. Mit der getrockneten 
Substanz (Vorsicht vor Sonnenlicht!) wird der ReinigungsprozeB noch 
ein oder mehrere Male wiederholt. Dunkel und kiihl kann dann das 
Dithizon unbedenklich lange in dieser Form aufbewahrt werden. 

Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff kénnen nach Gebrauch von 
Vithizon gereinigt werden®* und sind dann wieder verwendbar. 


26 D. A. Biddle, Chem. Zbl. 1937 I, 1737; H. Fischer, Mikrochein. 
80, 307 [1942]. 
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Zusammenfassung 


Zur Bestimmung von Kreatin und Kreatinin in Blut und Harn wird 
eine colorimetrische Methode entwickelt, welche auf der Reduktion 
eines Kaliumquecksilber(II)-rhodanid-Komplexes von bekanntem Hg- 
Gehalt beruht. Aus niederschlagbildenden Konzentrationen entsteht 
dabei metallisches Hg, welcher Mechanismus auch fiir kleinere Mengen 
angenommen wird. Der nicht reduzierte in Lésung befindliche Queck- 
silberanteil wird mit Dithizon in Chloroform aus saurer Lésung extra- 
hiert und die durch Bildung einer Dithizon- Quecksilberkomplexverbin- 
dung verursachte Farbiinderung gegen unverinderte Dithizonlésung 
im Pulfrich-Photometer gemessen. 

Ein Mitreagieren reduzierender Stoffe, vor allem von Glucose, wird 
durch Einhaltung bestimmter Konzentrationen von Alkali und Rhodanid 
und einer Temperatur von 8—10° ausgeschaltet. 

Die Fehlerbreite des Verfahrens betriigt 3—5%, die Empfindlich- 
keit ly Kn. 

Zur Analyse geniigen 0,3—0,5cem Blut anstatt 5ccm bei den 
ailteren Methoden. 

Der normale Kn-Gehalt des Serums wird zu 0,7—1,1 mmg% der 
K-Gehalt zu 2,5—3 mg% bestimmt. 

Ein Reinigungsverfahren fiir Dithizon wird angegeben. 


Uber die Kupplung von 3.5-Dijod-tyrosin und Thyroxin mit Dia- 
zoniumsalzen (Atypische Diazoreaktionen, I. Mitt.) 
Von 
W. Komant* 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1950) 


Vor einigen Jahren berichtete W. Komant! kurz iiber eine Farb- 
reaktion der schilddriisenaktiven Stoffe 3.5-Dijod-tyrosin und Thyroxin 
mit Diazoniumsalzen. Inzwischen konnte dieselbe aufgeklirt werden. 
Die Analyse der Farbstoffprodukte, der Nachweis von abgespaltenem 
Jodwasserstoff, Farbeversuche, das Verhalten in konz. Schwefelsiure 
sowie ihre sonstigen chemischen Eigenschaften sprechen fiir die Bildung 
von Monoazofarbstoffen. Dieses Ergebnis ist bei der Besetzung aller 
Ortho- und Parastellen sehr iiberraschend, da nach der Kupplungsregel 
die Diazogruppe (R-N:N-) bei der Umsetzung von Phenolen oder pri- 
maren aromatischen Aminen ‘mit Diazoniumsalzen gewoéhnlich in die 








* Bad Kreuznach, Biihlerweg 27. 
1 W. Komant, Naunyn-Schmiedebergs Arch. .exp. Pathol. Pharmakol. 158, 
116 [1930]; Arztl. Wschr. 1/2, 721 [1947]. 
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Parastellung bzw. wenn diese besetzt ist, in die Orthostellung zum Auxo- 
chrom eintritt. Die Kupplung erfolgt jedoch niemals in Metastellung. 

Nur in einem einzigen Falle ist Kupplung bei besetzter Ortho- und Para- 
stellung beobachtet worden, nimlich nach K. H. Meyer, Joschick und Schlés- 
ser? bei der Reaktion des Phenolithers -Methyl- anthranol- methylather mit 
Nitrobenzoldiazoniumchlorid. 

Zuweilen verdringt die in den aromatischen Kern eintretende Diazo- 
gruppe trotz freier Orthostelle den in Parastellung befindlichen Sub- 
stituenten. 

So entsteht nach Limpricht® aus /-Oxybenzoesiure mit Dia- 
zoniumsalzen 2.4-Bis-benzolazo-phenol unter Abspaltung von Kohlen- 
saure. 

Die Feststellung Kendalls, daB 3.5-Dijod-tyrosin und Thyro- 
xin mit salpetriger Séure reagieren und die schon linger bekannte Tat- 
sache, daB fast alle kupplungsfahigen Verbindungen sich mit salpetriger 
Siure umsetzen, veranlaBten uns, die beiden Stoffe auf ihr Kupplungs- 
vermogen mit Diazoniumsalzen zu untersuchen. 3.5-Dijod-tyrosin und 
Thyroxin kuppeln mit Diazobenzolsulfonsiure, bereitet aus den in ge 
klinischen Laboratorien gebriiuchlichen Diazolésungen I und II, 
sodaalkalischem (nicht in ammoniakalischem) Milieu unter Rottirbang; 
ersteres mit einer orangefarbenen Komponente, letzteres mit einem 
Stich ins Violette. Verdiinnt man mit W asser, so bleibt der Thyroxin- 
azofarbstoff rot, waihrend der des Dijodtyrosins iiber Orange in Gelb 
iibergeht. Die Kupplung des Dijodtyrosins und Thyroxins zeigt mit 
anderen Diazosalzen noch gréBere Unterschiede. So bildet z. B. Nitrazol, 
ein stabilisiertes Diazosalz des p-Nitranilins mit Dijodtyrosin soda- 
alkalisch einen roten Azofarbstoff, wihrend es mit Thyroxin unter diesen 
Bedingungen nicht kuppelt. Das Verhalten der Kupplungsprodukte 
gegen Laugen und Mineralsaéuren weist auf Oxyazofarbstoffe hin. Die 
mit Saure leicht ausfallbaren Farbstoffe haben eine braune Grundfarbe. 
Sie lésen sich spielend in Alkalilaugen mit roter oder violetter Farbe 
und erweisen sich gegen Saéuren und Alkalien bei Zimmertemperatur 
bestandig. Beim Erhitzen in mineralsaurer Loésung verharzen beide. 
Bereits in 2-proz. Schwefelséure tritt teilweises Verharzen ein. Die 
Kupplung des 2.4-Dichlor-diazobenzols, das wegen der Schwer- 
léslichkeit seiner Azoprodukte zur Gewinnung analysenreiner Azofarb- 
stoffe besonders geeignet ist, mit 3.5-Dijod-tyrosin und Thyroxin fiihrt 
zu Monooxyazofarbstoffen. Nach dem Kuppeln mit salpetrigsiurefreier 
Diazolésung laBt sich Jodwasserstoff und freies Jod nachweisen. Die 
‘Azofarbstoffe der beiden Verbindungen lésen sich in konz. Schwefel- 

‘siure mit rotbrauner Farbe (Halochromie). Selbst nach 24-stdg. Stehen- 
lassen haben sich die Farbténe praktisch nicht veriindert. Das Verhalten 
der Azofarbstoffe beim Farben von Wolle spricht fiir einen echten Farbe- 


2? K. H. Meyer, A. Joschick u. Schlésser, Ber. dtsch. chem. Ges, 47, 1741 


[1914]. 
* Limpricht u. Fitze, Liebigs Ann. Chem. 263, 237 [1884]. 
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prozeB. Die Empfindlichkeit der Diazoreaktion des Thyroxins mit 
Diazobenzolsulfonsiure betragt 1: 90000. Bei der spektrochemischen 
Untersuchung lieBen sich weder charakteristische Absorptionsbanden 
noch Streifen beobachten. Sie verhalten sich in dieser Hinsicht wie andere 
bekannte Oxyazofarbstoffe, indem hauptsachlich nur der rote Farb- 
stoffanteil des Spektrums durchgelassen wird. 

Zur Aufklérung der Konstitution der Kupplungsprodukte eignet 
sich das 3.5-Dijod-tyrosin infolge seines einfachen Baues besser als das 
Thyroxin. Die Bestaéndigkeit der Produkte gegen verd. Salz- oder 
Schwefelsiure und die Eliminierung von kerngebundenem Jod beim 
Kuppeln schlieBt das Vorliegen von Diazoaminoverbindungen aus, denn 
mit aliphatischen Resten verkniipfte Diazoaminokorper zerfallen schon 
in lauwarmem Wasser unter Stickstoffentwicklung. Desgleichen werden 
sie durch verdiinnte Mineralsiiuren bereits in der Kalte zersetzt. 

Auch an das Vorliegen von Diazoithern wurde gedacht, die nach 
Dimroth* die Vorstufe von Oxyazofarbstoffen sein kénnen. Dieser Ge- 
danke liegt infolge der Besetzung der fiir die Umlagerung in Betracht 
kommenden Stellen nahe. Jedoch spricht das Freiwerden von Jod- 
wasserstoff bzw. Jod und die Bestindigkeit der Farbprodukte beim 
Kochen in alkoholischer Lésung gegen die Bildung von Diazoathern. 

Reduktive Spaltung des durch Kupplung von 3.5-Dijod-tyrosin mit 
2.4-Dichlor-benzoldiazoniumchlorid erhaltenen Farbstoffes in Alkohol 
mit Natriumhydrosulfit nach Witt und Grandmougin?® fiihrt sehr 
leicht zu 2.4-Dichlor-anilin. 

Ks ist noch zu kléren, ob das auftretende freie Jod primar beim 
Kuppeln oder erst sekundar gebildet wird. Das Fehlen von freiem Chlor 
und Brom bei der Kupplung der entsprechenden Halogenderivate des 
Tyrosins, was hier vorweggenommen sei, macht die sekundire Bildung 
von Jod héchstwahrscheinlich. Sofern man gewisse Bedingungen ein- 
halt, 1aBt sich auch die sekundire Jodbildung bei der Kupplung des 
Dijodtyrosins vermeiden. Zunichst ist auf eine von salpetriger Saéure 
vollig freie Diazolésung zu achten, was durch Zugabe von festem Harn- 
stoff leicht zu erreichen ist. Aber nicht nur salpetrige Saiure, sondern 
auch Diazoniumsalz selbst vermag Jodwasserstoff in saurer Losung zu 
Jod oxydieren. Uberschiissiges Diazosalz ist deshalb zu vermeiden. 
Man geht am sichersten vor, wenn man beim KupplungsprozeB die 
Reaktion dauernd natronalkalisch hilt. Nach dem Kuppein wird vor 
dem Ansiuern noch etwa vorhandenes Diazoreagens durch Kochen mit 
Alkohol zersetzt. Nach dem Ansiuern des abgekiihlten Reaktions- 
gemisches mit Schwefelsiure und Abfiltrieren weist die fehlende Blau- 
firbung des Filters auf die Abwesenheit von freiem Jod hin. Auch durch 
Ausschiitteln mit organischen Lésungsmitteln gelingt es nicht, elemen- 


4 0. Dimroth, H. Leichtlin u. O. Friedemann, Ber. dtsch. chem. Ges. 


50, 1534 [1917]. 
5 O. Witt, Ber. dtsch. chem. Ges. 21, 3471 [1888]; Grandmougin u. 


Guisan, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 2494 [1906]. 
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tares Jod nachzuweisen. Die geringe Gelbfarbung des Filtrates riithrt von 
geléstem Azofarbstoff her. Nach Zugabe einer Spur Diazoreagens zu 
dem sauren Filtrat ist sofort freies Jod nachweisbar. Demnach wird bei 
der Kupplung des 3.5-Dijod-tyrosins, und genau so verhialt sich unter 
diesen Umstiinden das Thyroxin, Jod wahrscheinlich in Form von 
unterjodiger Siiure abgespalten, die weiter zerfallt. Das Freiwerden von 
Jod bei der Kupplung des Dijodtyrosins spricht eindeutig fiir den 
Eintritt des Diazorestes in eine der beiden mit Jod besetzten Ortho- 
stellen. Gegen die Bildung eines o-Oxyazofarbstoffes spricht scheinbar 
die leichte Léslichkeit des Kupplungsproduktes in Natronlauge. o-Oxy- 
azoverbindungen pflegen nimlich in starken Alkalilaugen unléslich zu 
sein. Die im Alaninrest vorhandene Carboxylgruppe macht jedoch in 
diesem Falle die Alkaliléslichkeit des o-Oxyazofarbstoffes verstiandlich. 
Dieselbe Erklarung gilt fiir das ebenfalls in Atzalkalien spielend lésliche 
Kupplungsprodukt des Thyroxins mit Diazoniumsalzen. Die Para- 
position kommt infolge ihrer Besetzung mit dem Alaninrest fiir den Ein- 
tritt der Diazogruppe nicht in Frage und laut Kupplungsregel ebensowe- 
nig die Metastellung. Das 3.5-Dijod-tyrosin kuppelt mit 2.4-Dichlor- 
benzoldiazoniumchlorid wie folgt: 


J 
HO. “€ CH CH(NH,):COOH + HO-N,-C,H,Cl, 
J 
3.5-Dijod-tyrosin 2.4-Dichlor-benzoldiazonium- 
hydroxyd 


N-C,H;Cl, 


N 
-HO< CH, CH(NH,)-COOH + HJO 
J (I) 
{2.4-Dichlor-benzol]-<1 azo 3>-[5-jod-tyrosin] Unterjodige Siure 


Da im Thyroxin 2 aromatische Kerne vorhanden sind, von denen 
jeder Jod enthalt, ist die Ermittlung der Ortsbestimmung des bei der 
Kupplung eintretenden Diazorestes schwieriger. Deshalb wurde das 
3.5- Dijod-thyronin herangezogen. Es unterscheidet sich vom Thyro- 
xin dadurch, dafi§ der Benzolring mit der Phenolgruppe jodfrei ist; die 
beiden Jodatome befinden sich im Kern der Alaningruppe. Hierdurch 
]aBt sich leicht feststellen, in welchen der beiden Benzolkerne der Diazo- 
rest eingetreten ist. Die Kupplung des 3.5-Dijod-thyronins geht mit 
Diazobenzolsulfonsiiure in sodaalkalischer oder mit 2.4-Dichlor-benzol- 
diazoniumchlorid in natronalkalischer Reaktion glatt ohne Jodabspal- 
tung vor sich. Demnach kann der Diazorest nur an eine der beiden 
freien Orthostellen des Phenolringes des Dijodthyronins eingetreten 
sein. Leider konnte das isomere 3’.5’-Dijod-thyronin, bei dem die beiden 
Jodatome im Ring mit der Phenolgruppe stehen, nicht untersucht 
werden. Bisher ist seine Darstellung nicht gelungen. Einen Aus- 
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gleich dafiir bieten folgende Halogen-Thyroninderivate: 3’.5’-Dichlor- 
3.5-dijod-thyronin und 3’.5’-Dijod-3.5-dichlor-thyronin sowie 3’.5’- 
Dibrom-3.5-dijod-thyronin und 3’.5’-Dijod-3.5-dibrom-thyronin, denn 
einmal ist das gesamte Jod auf den Phenolring und das andere Mal auf 
den Benzolkern mit dem Alaninrest verteilt. Beim Kuppeln mit salpe- 
trigsiurefreier Diazobenzolsulfonsiure in sodaalkalischer Losung zeigen 
diese Brom- und Chlorthyronine bemerkenswerte Unterschiede. Die 
Thyroninverbindungen mit dem jodhaltigen Phenolring spalten reichlich 
Jod ab, wihrend die isomeren Thyroninderivate mit dem Jod im alanin- 
substituierten Ring dieses in auffallend geringem MaBe tun. In allen 
Fallen bilden sich Azofarbstoffe, die wir leider aus Mangel an Substanz 
nicht analysieren konnten. Die Intensitat der Farbstofflésungen ist bei 
den nur wenig Jod abspaltenden Thyroninverbindungen erheblich gerin- 
ger. Demnach erweist sich das Jod in den jodierten Thyroninderivaten 
im Phenolring weniger fest gebunden als im anderen Benzolkern mit 
dem Alaninrest. Somit tritt wahrscheinlich bei der Diazoreaktion des 
Thyroxins der Diazorest an die Stelle des einen der beiden orthostandi- 
gen Jodatome des Phenolrings, und es bildet sich der Monoazofarbstoff 
[2.4-Dichlor-benzol ]-¢1 azo 3’)-[3.5.5’-trijod-thyronin ] (II). 





N-C,H,Cle 
ag, Ce = on >> CHy CH(NH,)-COOH 
j J 


(IT) 


Beschreibung der Versuche 


2.4-Dichlor-benzoldiazoniumchlorid 


Um das beim Diazotieren die Ausbeute beeintrachtigende schwerlosliche gelbe 
Nebenprodukt (Diazoaminoverbindung) méglichst zuriickzudrangen, ist es not- 
wendig, das schwach basische 2.4-Dichlor-anilin mit einem reichlichen UberschuB 
von 2-n. HCl zu versetzen. 1g fein pulverisiertes 2.4-Dichlor-anilin wird mit 
70 ccm 2-n. HCl iibergossen, woraufhin sich allmahlich beim Schiitteln der gréBere 
Teil des schwer léslichen aromatischen Amins lést. Zu dem Reaktionsgemisch 
werden bei 0° 8,5 ccm einer 5-proz, Natriumnitritlésung (0,425 g) hinzugegeben 
und diazotiert. Wahrenddem scheidet sich das gelbe Nebenprodukt ab, das durch 
Filtrieren von der nahezu farblos aussehenden Diazolésung abgetrennt wird. Im 
Eisschrank in brauner Flasche aufbewahrt, halt sie sich einige Wochen. Vor Ge- 
brauch ist die etwas stirker gelb gewordene Lésung von den bei lingerem Auf- 
bewahren gebildeten vereinzelten Flocken durch Filtrieren zu befreien. 


[2.4-Dichlor-benzol]-<1azo3)-[5-jod-tyrosin] 

0,5 g Dijodtyrosin werden in 15 ccm 2-n. NaOH gelést, auf 0° abgekiihlt 
und nach Zugabe einiger Eisstiickchen mit eisgekiihltem 2.4-Dichlor-benzol- 
diazoniumchlorid versetzt. Sobald die berechnete Menge Diazosalz (0,243 g) 
um ein geringes iiberschritten wird, 148t sich mit R-Salz tiberschiissiges Diazo- 
reagens nachweisen. Nach der Kupplung wird die rote Farblésung mit Salzsiure 
angesdiuert und umgehend mit 10-proz. Sodalésung (wasserfreie Soda) alkalisiert, 
woraufhin die Farbintensitét zunimmt. Das sodaalkalische Kupplungsgemisch 
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bleibt im Eisschrank tiber Nacht stehen. Am nichsten Morgen wird der durch 
Ansiauern mit 2-n. HCl] sowie vorsichtiges Erwirmen auf 50° ausgefallte braune 
Azofarbstoff abgenutscht. Starkeres Erwarmen ist wegen Neigung des Oxyazo- 
farbstoffes zum Verharzen unbedingt zu vermeiden. Das gelbe Filtrat riecht “nach 
Jod, das sich chemisch leicht nachweisen liBt. Nach dem Trocknen des Azo- 
farbstoffes tber Atzkali betragt die Rohausbeute 0,6 g. Er lést sich leicht in 
Methyl-, Athyl- , Amylalkohol und in Eisessig. Als Kristallisationsmittel sind Essig- 
ther und Dioxan brauchbar. Das Rohprodukt wird mit Essigither in Gegenwart 
von aktiver Holzkohle unter Aufkochen gréBtenteils in Lésung gebracht, filtriert, 
vorsichtig auf dem Wasserbade etwas eingeengt, woraufhin sich der Azofarbstoff 
beim Erkalten in kleinen Nadeln abscheidet. Aus Dioxan kristallisiert er nach 
Impfen der Lésung ebenfal!s in Nadeln. Die Analysenwerte sprechen fiir das Vor- 
liegen eines Oxyazofarbstoffes des Monojodtyrosins. 

2,899, 4,726 mg Sbst.: 0,212, 0,370 cem N, (20°, 744 mm red.). — *3,407 mg 
Sbst.: 1,416 mg Cl + J, Spur Riickstand. 

C,;H2.0;N.Cl.J. Ber. N 8,75, Cl + J 41,21. 
Gef. N 8,52, 8,93, Cl+ J 41,56. 

Reduktive Spaltung nach Witt und Grandmougin: 0,05¢g [2.4- 
Dichlor-benzol-l<azo 3>-[5-jod-tyrosin] werden in 96-proz. kochendem 
Alkohol gelést und dazu so viele Tropfen einer gesiittigten wasserigen Natrium- 
hydrosulfitlosung (nach Grandmougin modifizierte Wittsche reduktive Spaltung) 
hinzugegeben, bis die tief rotbraune Farbstofflésung entfarbt ist. Das abgekiihlte 
Reaktionsgemisch wird mit 2-x. NaOH alkalisch gemacht und ausgeathert. Nach 
Abdunsten des Athers ist das zuriickbleibende 2.4-Dichlor-anilin schon an seinem 
naphthalinartigent Geruch zu erkennen. Nach nochmaligem Umkristallisieren aus 
verd. Alkohol und Trocknen des 2.4-Dichlor-anilins wird es durch Schmp.-Be- 
stimmung (61 ) identifiziert. Auf die Isolierung der bei der Reduktion entstan- 
denen alkaliléslichen Komponente wurde verzichtet. 

Titrimetrische Bestimmung des bei der Kupplung des 3.5-Dijod- 
tyrosins mit 2.4-Dichlor-benzoldiazoniumsulfat freiwerdenden Jods: 
Die Jodtitration wird nach der von Miller und Wegelin® angegebenen Methode 
ausgefiihrt. 48,6 mg 3.5-Dijod-tyrosin werden in 15 ccm 2-n. NaOH geldst, da- 
zu 5ccm einer in Schwefelséure statt in Salzsiure in oben angegebener Weise 
diazotierten 2.4-Dichlor-anilinlésung hinzugefiigt, woraufhin sich das Reaktions- 
gemisch rotbraun farbt. Alsdann werden 5 ccm »:/100-KJQ, zugesetzt, mit dest. 
Wasser auf 200 ccm aufgefiillt, nach wenigen Min. mit 10-proz. Schwefelsiure an- 
gesiuert, woraufhin der gelbe Azofarbstoff ausflockt. Nach Zusatz einiger Tropfen 
Starkelosung und 3 g festen Natriumbicarbonats firbt sich das Gemisch schmutzig- 
griin; das in Freiheit gesetzte Jod wird mit ”/100-As,O, titriert. Das nach der Ti- 
tration wieder gelb aussehende Reaktionsgemisch bliut noch etwas nach, um nach 
nochmaligem Titrieren unverandert zu bleiben. Das Titrationsresultat ergibt die 
Abspaltung eines Jodatoms beim Kuppeln. 

Titration: 48,6, 48,9 mg 3.5-Dijod-tyrosin verbr. 12,6, 12,3 cem n/100-As,0., 
ber. 12,57, 12,30 ccm. 

[2.4-Dichlor-benzol]-¢1 az 0 3’5- [3.5.5’-trijod-thyronin]: 1,0 g Thy- 
roxin wird mit 30cem 2-n.NaOH iibergossen, nach einigen Min. 100 cem 
dest. Wasser hinzugefiigt, woraufhin es sich nach wiederholtem Umschwenken 
ziemlich rasch list. Wie oben beschrieben, wird mit 2.4-Dichlor-benzoi- 
diazoniumchlorid (1 Mol., 0,270 g) gekuppelt. Die Kupplung geht am glat- 
testen und raschesten vor sich, wenn man das alkalische Reaktionsgemisch mehr- 
mals abwechselnd schwach ansduert und alkalisiert, bis die Farbintensitaét nicht 


* Gesamthalogenstimmung nach der modifizierten Dennstedtschen Methode: 
Verbrennung im Sauerstoffstrom und Bestimmung des freien Halogens durch die 
Gewichtszunahme einer erhitzten Silberdrahtspirale. Kine Trennung der Halogene 
ist dabei nicht méglich. 
® Miiller u. Wegelin, Z. analyt. Chem. 53, 20 [1914]. 
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mehr zunimmt und sich iiberschiissiges Diazoreagens mit R-Salz nachweisen laBt. 
Der Verbrauch an Diazolésung betragt einige ccm mehr als berechnet, da ihre 
Konzentration infolge der oben erwihnten Nebenreaktion etwas geringer ist. Das 
violette Gemisch bleibt iiber Nacht im Eisschrank stehen und wird dann durch 
Ansiuern mit 2-n.H,SO, ausgefillt. Der braune, praktisch in der verdiinnten 
schwefelsauren Lésung unlésliche amorphe Oxyazofarbstoff 1aBt sich leicht ab- 
filtrieren. Die gelbe Farbe des Filtrats riihrt von freiem Jod her, welches das 
Faltenfilter tief blau farbt. Die Ausbeute an Rohprodukt betragt nach dem 
Trocknen iiber Atzkali im Vakuum 1,1 g. Der Azofarbstoff lost sich spielend in 
Butyl- und Amylalkohol, weniger leicht in Methylalkohol, Athylalkohol, Essigester 
sowie Eisessig. Kristallisationsversuche mit dem aus Thyroxin erhaltenen Azo- 
farbstoff ergaben bisher keine befriedigenden Ergebnisse, wobei u.a. die GréBe 
des Farbstoffmolekiils eine Rolle spielen diirfte. Mehrmaliges Umfallen des in 
Natronlauge gelisten Azofarbstoffes mittels verd. Schwefelsiure, Zentrifugieren 
des ausgefallten Farbstoffes statt Filtrieren (Papierfasern!) und griindliches Aus- 
waschen fiihren schlieBlich zu einem analysenreinen Produkt. Die Ergebnisse der 
Analysen weisen auf einen Monoazofarbstoff des Trijod-thyronins hin. 

3,182 mg Sbst.: 3,61 mg CO., 0,55 mg H,O. — 3,274 mg Sbst.: 0,133 cem N, 
(22°, 760 mm red.). — 3,179 mg Sbst.: 1,732 mg Cl + J. 

C.,H,,0,J,N,Clo. Ber. C 30,64, H 1,59, N 5,10, Cl + J 54,81. 
Gef. C 30,96, H 1,94, N 4,71, Cl + J 54,50. 


Zusammenfassung 


Es konnte gezeigt werden, daB 3.5-Dijod-tyrosin und Thyroxin 
(3.5.3'.5'-Tetrajod-thyronin) mit Diazoniumsalzen unter Bildung von 
Monoazofarbstoffen und Eliminierung eines Halogenatoms kuppeln, 
was angesichts der Besetzung aller fiir die Kupplung in Frage kom- 
menden Stellen nicht zu erwarten war. Dasseloe Verhalten zeigten 
auch entsprechend substituierte Brom- und Chlorderivate des Tyro- 
sins und Thyronins. 


Uber das Kupplungsvermégen von Brom- und Chlorderivaten des 
Thyronins und Tyrosins sowie anderer o- und p-substituierter Halogen- 
phenole mit Diazoniumsalzen (Atypische Diazoreaktionen, II. Mitt.) 


Von 
W. Komart* 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1950) 


Nachdem sich die Diazoreaktion des 3.5-Dijod-tyrosins und des 
Thyroxins als eine echte Kupplung erwiesen hat, d.h. daB Azofarb- 
stoffe bei der Einwirkung von Diazoniumsalzen entstehen, haben wir 
folgende analog substituierte Brom- und Chlorverbindungen des Thyro- 
nins und Tyrosins auf ihre Kupplungsfahigkeit hin untersucht: 3.5-Di- 
brom-tyrosin, 3.5-Dichlor-tyrosin, 3.5.3'.5’-Tetrabrom-thy- 





* Bad Kreuznach, Biihlerweg 27. 
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ronin und 3.5.3.’5-Tetrachlor-thyronin. Das jodfreie Thyroxin 
wird bekanntlich als Thyronin bezeichnet und demgema8 wird das Thyro- 
xin in der Nomenklatur als 3.5.3’.5-Tetrajod-thyronin gefihrt. 
Nach Abderhalden und Abelin zeigen 3.5-Dibrom- und 3.5-Dichlor- 
tyrosin sowie 3.5.3’.5'-Tetrabrom- und 3.5.3’.5’-Tetrachlor-thyronin 
noch eine gewisse biologische Wirkung, wenn auch eine erheblich 
schwiachere als Thyroxin und 3.5-Dijod-tyrosin. 

Zu unserem groBten Erstaunen kuppeln die genannten Chlor- und 
Bromderivate ebenso leicht wie das 3.5-Dijod-tyrosin und das Thyroxin. 
Dieses Ergebnis war sehr tiberraschend, weil die Reaktionsfahigkeit der 
aromatisch gebundenen Halogene Chlor und Brom — im Gegensatz zum 
Jod — im allgemeinen sehr gering ist. Diese verschiedene Reaktions- 
fahigkeit laBt sich bereits bei der Einwirkung von salpetriger Saéure in 
salzsaurer Losung auf 3.5-Dijod-tyrosin, 3.5-Dibrom-tyrosin und 
3.5-Dichlor-tyrosin beobachten. Das 3.5-Dijod-tyrosin spaltet sofort 
reichlich Jod ab, wihrend beim 3.5-Dibrom-tyrosin und 3.5-Dichlor- 
tyrosin kein Halogen in Freiheit gesetzt wird. Um so mehr iiberrascht 
die Abspaltung von Chlorwasserstoff und Bromwasserstoff in betracht- 
licher Menge bei der Diazokuppelungsreaktion des 3.5-Dichlor-tyrosins 
und 3.5-Dibrom.tyrosins. Um diese nachzuweisen, wird nach der Kupp- 
lung mit Diazobenzolsulfonsaéure in sodaalkalischer Lésung oder mit 
2.4-Dichlorbenzoldiazoniumsulfat in natronalkalischer Reaktion mit 
Schwefelsiure angesiuert. Nach dem Abfiltrieren der siureunléslichen 
Azofarbstoffe lassen sich die Halogenwasserstoffsiuren leicht mit Silber- 
nitrat nachweisen und identifizieren. Der Bromwasserstoff kann auch 
mit Chlorwasser zu Brom oxydiert werden, welches durch Ausschiitteln 
mit Chloroform leicht zu erkennen ist. 


Die mit 3.5-Dichlor- und 3.5-Dibrom-tyrosin erhaltenen Azofarb- 
stoffe erscheinen in alkalischer Lésung orange bis rotbraun, um in 
saurer nach Gelb umzuschlagen und auszuflocken. Wir kénnen somit 
Moerners Notiz tiber die negative Paulysche Diazoreaktion des 3.5- 
Dibrom-tyrosins (Kupplung in sodaalkalischer Reaktion mit Diazo- 
benzolsulfonsaure) nicht bestatigen. Ein friiherer Versuch, der mit einer 
sehr geringen Substanzmenge angestellt worden war, schien uns zuerst 
fiir die Richtigkeit seiner Angabe zu sprechen. Aus den Verbrennungs- 
analysen ergibt sich eindeutig die Bildung von Monooxyazofarbstoffen 
unter Eliminierung eines Halogenatoms. 


Infolge des auBerordentlichen Entgegenkommens des Herrn Dr. 
Guggenheim (Basel, Hoffman-La Roche), dem wir auch an dieser 
Stelle bestens danken méchten, ist es uns méglich gewesen, noch weitere 
in Ortho- und Parastellung substituierte Halogenderivate des Thyro- 
nins auf ihre Kupplungsfaihigkeit mit Diazosalzen zu priifen. So kup- 
peln iiberraschenderweise ebenfalls 3.5-Dijod-tyramin und 3.5-Dibrom- 
tyramin, 3.5-Dichlor-3’.5-dibrom-thyronin, 3.5-Dibrom-3’.5’-dijod-thy- 
ronin, 3.5-Dijod-3’.5’-dibrom-thyronin, 3.5-Dichlor-3’.5’-dijod-thyronin 
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und 3.5-Dijod-3’.5’-dichlor-thyronin, Der besseren Ubersicht halber 
werden die Ergebnisse der Diazoreaktion der genannten Thyronin- 
derivate tabellarisch zusammengestellt. 

Die Diazoreaktion des Tyrosins, der Grundsubstanz des 3.5-Dijod-, 3.5-Di- 
brom- und 3.5-Dichlor-tyrosins, ist schon lange bekannt!. In Anbetracht der freien 
Ortho- und Parastellen des Tyrosins bestehen weder theoretisch noch praktisch 
irgendwelche Kupplungsschwierigkeiten. Tyrosin kuppelt mit Diazobenzolsulfon- 
sdure in Sodalésung rot. beim Verdiinnen geht die rote Farbe in Orange und schlieB- 
lich in Gelb iiber. Nach dem Ansauern schligt der rote Farbton in Gelb um. Die 
Azofarbstoffe des Tyrosins mit Diazobenzolsulfonsiure und 2.4-Dichlor-benzol- 
diazoniumchlorid weisen weder in alkalischer noch in saurer Lésung einen wesent- 
lichen Farbunterschied auf. Bei gleicher molarer Konzentration zeigt das Kupp- 
Jungsprodukt des 3.5-Dijod-tyrosins lediglich eine etwas starkere Farbintensitiit. 

Angesichts des sehr iiberraschenden Befundes, da dem 3.5-Dijod-tyrosin 
sowie dem Thyroxin analog substituierte Brom- und Chlorderivate des Tyrosins 
und Thyronins, denen allen cin Phenolkydroxyd gemeinsam ist, trotz besetzter 
o- und p-Stellung mit Diazoniumsalzen unter Bildung von Azofarbstoffen reagieren, 
haben wir auch einfachere o- und p-substituierte Phenole auf ihre Kupplungs- 
fahigkeit hin untersucht. So wurden 2.6-Dibrom-4-nitro-phenol, 2.4-Dini- 
tro-6-chlor-phenol, 2.6-Dinitro-4-chlor-phenol, 2.6-Dichlor-4-nitro, 
phenol, 2.6-Dibrom-4-chlor-phenol und 2.6-Dichlor-4-amino-phenol 
mit Diazobenzolsulfonsiure oder 2.4-Dichlor-benzoldiazoniumsalz in tiblicher 
Weise zu kuppeln versucht. Alle diese Verbindungen reagieren nicht mit Diazonium- 
salzen in alkalischer Lésung, obwohl erfahrungsgema8 bei den Nitrohalogenpheno- 
Jen mit einer Nitrogruppe in o- oder p-Stellung die Reaktionsfahigkeit zines Halo- 
genatoms erheblich erh6ht wird. 

Dagegen kuppelt sowohl sodaalkalisch als auch natronalkalisch 1.6-Dibrom- 
naphthol-(2) glatt mit Diazobenzolsulfonsiure unter Orange- bzw. Rotbraun- 
farbung, obwohl die fiir den Eintritt des Diazorestes in Frage kommende 0-Ste'lung 
(x) mit Brom besetzt ist. Solche Kupplungen wurden bereits von Pollak und 
Gebauer-Fiilnegg? durchgefiibrt. 


Die Eigenschaften und Analysenwerte des Kupplungsproduktes sprechen fiir 
einen Monooxyazofarhstoff, der sich unter Abspaltung von unterbromiger Saure 
bildet. Der freie trockene Azofarbstoff sieht scharlachrot aus; er lést sich leicht in 
Wasser, was auf seine Su!fonsiuregruppe zuriickzufiihren ist. Beachtenswert ist, 
da8 sich nach Einwirkung von salpetriger Saure auf 1.6-Dibrom-naphthol-(2) 
bei Zimmertemperatur Bromwasserstoff nachweisen ]48t, weit mehr aber nach Er- 
hitzen. Demnach ist das Brom im 1.6-Dibrom-naphthol-(2) doch nicht so fest ge- 
bunden, wie man zunachst glauben méchte. Ein derartiges Verhalten bromierter 
Phenole gegeniiber salpetriger Siure ist schon lange bekannt* und ist geeignet, 
bei: der sehr aihnlichen Reaktionsweise der Diazoniumsalze und der salpetrizen 
Saure zum Verstindnis atypischer Diazoreaktionen beizutrayen. Welches der beiden 
Bromatome des 1.6-Dibrom-naphthol-(2) beim Kuppeln mit Diazobenzolsulfon- 
siiure durch den Diazorest ersetzt wird, mu’ noch offen bleiben. 


1H. Pauly, diese Z. 42, 508 [1904]; 94, 284 [1915]. i 

2 Pollak u. Gebauer-Fiilnegg, Mh. Chem. 50, 310, 317 [1928]. 

3 Th. Zincke, J. prakt. Chem. 64, 561 [1900]; G. Dahmer, Liebigs Ann. 
Chem. 338, 346 [1904]. 
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Atypische Diazoreaktionen I 


Bosehreibung der Versuche 


Kupplung des 3.5-Dibrom-tyrosins mit 2.4-Dichlor-benzol- 
diazoniumsulfat. 

1,0 g 3.5-Dibrom-tyrosin werden in 100 ccm 10-proz. Na,CO,-Lésung 
gelist und mit 2.4-Dichlor-benzoldiazoniumsulfat (1 Mol, 0,623 g) und 
R-Salz als Indikator gekuppelt. Abgesehen von der sodaalkalischen Reaktion 
wird im iibrigen wie bei der Kupplung des Thyroxins verfahren*. Die Ausbeute an 
Rohprodukt betrigt nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator 2,1 g und an ana- 
lysenreiner Substanz 1,1 g. 

*3,177 mg Sbst.: 1,120 mg Br +- Cl. 
C,;H,,0,N,ClBr. Ber. Br + Cl 34,83. Gef. Br + Cl 35,25 

Stickstoffbestimmung des 3.5-Dichlor-tyrosin-Azofarbstoffes, Kupp- 
lungsprodul:t des 3.5-Dichlor-tyrosins mit 2.4-Dichior-benzoldiazoniumsulfat. . 

3,304 mg Shst.: 0,294 cem N, (20°, 760 mm red.). 
115H:203N,Cl,. Ber. N 10,79. Gef. N 10.35. 


Darst. eines einfach bromierten Monoazofarbstoffes durch Kin- 
wirkung von Diazobenzolsulfonsiure auf 1.6-Dibrom-naphthol-(2). 
1,0g 1.6- ‘Dibrom- naphthol-(2) wird in einem geringen Uherschu8 von 2-n.NaOH 
gelost, mit einer Kiltemischung aus Eis und Viehsalz auf 0° abgekiihlt, einige 
Eisstiickchen in die natronalkalische Dibromnaphtholiésung hineingeworfen und 
die berechnete aquimclekulare Menge (0,609 ¢) eiskalter Diazobenzolsulfonsiure 
hinzugefiigt. Es fallt sofort ein orangeroter Niederschlag aus, der sich in tiber- 
schiissigem Alka]i wieder list. Nach mehrstiindigem Stehenlassen wird mit Salz- 
siure angesduert und mittels Kochsalz der Farbstoff ausgesalzen. Das dunkel- 
braune Produkt wird abzentrifugiert und nach dem Trocknen aus Alkohol um- 
] ristallisiert, woraus er sich in kieinen heliroten Warzchen abscheidet. 

4,802 mg Sbet.: 2,177 mg AgBr. 
C,.H,,0,;N.BrS. Ber. Br 19,63. Gef. Br 19,30. 


Zusammenfassung 


Es konnte gezeigt werden, daB gleichzeitig in o- und #-Stellung 
substituierte Jod-, Brom- und Chlor-Derivate des Tyrosins und Thyro- 
nins sowie das 1.6-Dibrom-naphthol-(2) mit Diazoniumsalzen Azofarb- 
stoffe bilden. 


* Vgl. I. Mitt. diese Z. 286, 229 [1950], voranstehend. 
* Gesamthalogenbestimmung nach der modifizierten Dennstedtschen Me- 
thode. 
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Zur Kenntnis der Lanthioninbildung 
Ein Beitrag zur Klarung der erstmaligen Isolierung 
einer Thiodther-Diaminoséure aus Keratin! 


Von 
Wilhelm Irion 


Aus dem Untersuchung;laboratorium der Forschungsanstalt fiir Landwirtschaft, 
Braunschweig-Vélkenrode 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1950) 


Im Jahre 1928 gelang es zum erstenmal, eine Thioitherdiamino- 
siure in kristallisierter Form als Abbauprodukt des Cystins aus Schaf- 
wolle zu isolieren®. Dieser Erfolg war ein Ergebnis der Fragestellung 
iiber das Schicksal des Cystins bei der Einwirkung von Schwefelalkalien 
auf Keratine, da schon lingst erkannt war, daB die Schwefelbriicke des 
Cystins ein hervorragender Angriffspunkt fiir diese Reagenzien ist und 
daB dabei ein Teil des Schwefels abgespalten wird. 

In der damaligen Arbeit blieben einige Fragen offen, die bis heute 
nicht ganz beantwortet wurden’. 11 Jahre nach der Veréffentlichung 
unserer Ergebnisse kamen Horn, Jones und Ringel mit ihrer Arbeit 
,lsolierung einer neuen, schwefelhaltigen Aminosaéure (Lanthionin) 
aus mit Natriumcarbonat behandelter Wolle‘‘* heraus, durch die das 
angeschnittene Problem der Gewinnung von neuen S-haltigen Stoffen 
aus alkalibehandelten Keratinen (bzw. cystinhaltigen EiweiBkérpern) 
und damit der Einblick in die Reaktionsfaihigkeit der Disulfidbindungen 
in EiweiBstoffen weiterhin wesentlich geférdert wurde. 

Da diese Arbeit sich z. Tl. intensiv mit unserer 1928 isolierten 
Thioithersiure befaBt und auch eine weitere Arbeit von Horn und 
Jones ,,Isolierung eines kristallinen, Selen und Schwefel enthaltenden 
Aminosiiurekomplexes aus Astragalus pectinatus‘‘® manche Frage- 
stellung besonders um die Konstitution des von uns _ beschriebenen 
Stoffes enthalt, ist es angebracht, noch nachtraglich dazu Stellung zu 
nehmen und durch neue Versuche die noch schwebenden Fragen zu 
klaren, zumal auch von anderer Seite® inzwischen viele Erfahrungen 
auf diesem Gebiet gesammelt wurden. 


1 Diese Arbeit wurde durch eine Aussprache mit Hrn. Prof. Dr. Schéberl 
im Sept. 1949 angeregt, auf Grund deren eine Klarung wiinschenswert erschien. 

2 W. Kiister u. W. Irion, diese Z. 184, 225 [1929]. 

3 Hr. Prof. Dr. Dr. h.c. Kiister starb leider kurz nach Fertigstellung der 
zitierten Arbeit, so da8 dadurch und durch andere ungiinstige Umstinde eine 
Weiterbearbeitung des angeschnittenen Problems damals nicht méglich war. 

4M.J.Horn, D.B. Jones u. S.J. Ringel, J. biol. Chemistry 188, 141 
[1940]. 

5 M. J. Horn u. D. B. Jones, J. biol. Chemistry 189, 649 [1941]. 

6 A. Schéberl, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 970 [1943]. 
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In unserer Arbeit blieben vor allem 2 Punkte nicht ganz geklirt: 
1. Der Grund der mangelhaften Reproduzierbarkeit unserer 


Thioaitherdarstellung 
2. Die Konstitution des neuen Stoffes, dem wir damals auf Grund 
der vorhandenen Analysen — mit einigem Vorbehalt — die 


unsymmetrische Formel des heute mit Cystathionin bezeich- 
neten Thioadthers gaben. 

Nach dem Stand der heutigen Kenntnisse kann man sagen, daB die 
Auffindung des neuen Stoffes damals ein gliicklicher Zufall war, da 
seine Entstehungsbedingungen an duBerst enge Grenzen der Alkali- 
konzentration, Temperatur und Reaktionszeit gebunden sind. 

Wir erhielten den neuen Stoff ziemlich rein nach Behandlung von 
Schafwolle mit Na,S-Lésung bei Zimmertemperatur unter sonst will- 
kiirlich gewaihlten Bedingungen,; Entfernung des Sulfids durch Dialyse 
und darauffolgende Salzsiiurehydrolyse des aus der Lésung mit Essig- 
siiure gefallten, immer noch hochmolekularen Abbauproduktes. Leider 
lieB sich die Darstellung nicht reproduzieren. 

Bestenfalls erhielten wir bei Nacharbeitungen eine Andeutung der 
fiir den Stoff typischen, dreieckigen Kristalle (6-seitige Platten **). 

Durch Gleichheit der Kristallformen und andere Merkmale dringte 
sich sehr bald die Frage auf, ob nicht der von uns 1928 isolierte Thio- 
iither, dem wir damals die unsymmetrische Forme] 


HOOC-CH(NH,)-CH,-CH,-S-CH,-CH(NH,) COOH 


gaben, mit dem im Jahr 1940 von Horn, Jones und Ringel dar- 
gestellten und mit Lanthionin bezeichneten, symmetrischen Thioather 
von der Formel 


HOOC-CH(NH,)-CH,-S-CH,-CH-(NH,):COOH 


identisch ist. Auch Schéber] vermutete dies: ,,Man darf vielleicht an- 
nehmen, daB Kiister und Irion schon damals das Lanthionin in 
Hinden hatten, wenn auch giinstigere Bedingungen fiir seine Ent- 
stehung noch nicht eingehalten wurden.‘‘“ 

Diese Annahme kann heute durch neue Versuche noch erhiartet. 
werden. 

Die schwierige Reproduzierbarkeit unserer Methode haben auch die 
amerikanischen Forscher festgestellt ; sie haben sich durch die Auffindung 
der giinstigsten Entstehungsbedingungen fiir den Thioither und durch 
Aufklarung seiner Konstitution besonders verdient gemacht. 

Uns stand damals nur eine einmalige, verhiltnismaBig kleine Menge 
des Thioithers zur Verfiigung, so dafS mehrmaliges Umkristallisieren 
unterblieb und damit die Gefahr einer geringen Verunreinigung (wahr- 
scheinlich durch Tyrosin), die bei der Auswertung der Analyse fiir die 
Konstitutionsformel eine CH,-Gruppe zu viel vortiuschte, gegeben war. 


7) A. Schéberl, Klepzigs Text.-Z. 45, 41 [1942]. 
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Da es mir gelang, von allen Versuchsunterlagen der damaligen Zeit 
wenigstens ein mikroskopisches Priaparat unseres Thioithers von 1928 
iiber den Krieg zu retten, war es nun méglich, noch einmal die Kristall- 
formen zu vergleichen. Wie die Abb. 1 und 2* zeigen, ist die Kristallform 
des Produkts, das wir nach der Natriumcarbonat-Methode von Horn, 
Jones und Ringel erhielten (Abb. 2) dieselbe wie bei dem Praparat 
von 1928 (Abb. 1); es handelt sich in beiden Fallen zweifellos um meso- 
Lanthionin, da weder Cystathionin, noch d,/-Lanthionin diese typische 
Dreieckform zeigen. Auch der Zersetzungspunkt, den wir bei dem nach 
der Natriumcarbonat-Methode von Horn, Jones und Ringel neu 
hergestellten Lanthionin feststellten (278°), liegt nahe bei dem von uns 
im Jahr 1928 ermittelten Punkt (275°). 

Wie war es nun méglich, daB wir den Thioither damals beim ersten 
Versuch auf Anhieb fast rein und spiter kaum mehr erhielten ? In der 
Meinung, daB es sich bei der Keratolyse unter Sprengung der S-S-Bin- 
dung um eine spezifische Reaktion der Alkalisulfide handelt, arbeiteten 
wir mit verhiltnismaéBig hohen Konzentrationen (3%) bei langer Ein- 
wirkungsdauer (ca. 12 Tage, einschl. Dialyse), jedoch bei niedriger 
(Zimmer-)Temperatur. Bei dem gegliickten Versuch standen diese drei 
Faktoren wohl in einem Verhiltnis zueinander, das eine Lanthionin- 
bildung sehr begiinstigte. Dabei muBte aber eine, wenn auch nur vor- 
iibergehende Temperaturerhéhung eingetreten sein, die wahrscheinlich 
itibersehen wurde. Die Wirkung solcher Temperatureinfliisse kann an 
einem weiter unten geschilderten Versuch deutlich gezeigt werden. 

Horn, Jones und Ringel arbeiteten bei milden Alkali-Bedin- 
gungen (2-proz. Alkalicarbonat) und kiirzerer Zeit (1 Stde.), jedoch bei 
hoher Temperatur (100°) und schafften damit optimale Bedingungen 
fiir die Umsetzung des Cystins zu Lanthionin. In ihrer ersten Arbeit* 
neigten sie deshalb dazu, dem Alkalicarbonat bei dieser Reaktion eine 
spezifische Wirkung zuzuschreiben. Kurz darauf® berichtigten sie diese 
Anschauung, indem sie von Versuchen berichteten, bei denen sie eine 
gute Lanthioninausbeute nicht nur bei Anwendung von Natriumcarbo- 
nat, sondern auch mit 2-proz. Na,S-Lésung und 1/10-NaOH (nicht aber 
mit -NaOH!) in der Hitze erhielten; geringe Ausbeuten wurden auch 
bei 7-tagiger Einwirkung von 3-proz. Na,S-Lésung bei Zimmertempera- 
tur, etwas bessere bei 6-tiigiger Einwirkung bei 37° erhalten. 

Schéber! konnte dann spiiter nachweisen, daB auch in Wolle, die 
21/, Jahre lang konz. Ammoniaklésung bei Zimmertemperatur aus- 
gesetzt war, eine Lanthioninbildung stattfand*®, so daB man von einer 
allgemeinen Alkaliwirkung sprechen kann, die jedoch nur in ganz be- 
stimmten Verhiltnissen der Konzentration, Temperatur und Einwirkungs- 
zeit zu optimalen Werten fiihrt. 

Zum SchluB soll iiber einen Versuch auf Grundlage unserer damali- 
gen Methode mit Na,S berichtet werden, der den EinfluB der einzelnen 


os 8) M.J. Horn u. D.B. Jones, J. biol. Chemistry 139, 473 [1941]; 144, 87 [1942]. 
* Vgl. die Tafel S. 244 a. 
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Faktoren auf die Lanthioninbildung zeigen soll. Behandelte man Wolle 
bei Zimmertemperatur mit 1-proz. Na,S-Lésung, so war nach 24 Stdn. 
noch ein betrichtlicher Riickstand einer stark gequollenen, aber in 
ihrer Struktur noch einigermaBen erhaltenen Fasermasse vorhanden, die 
man leicht abtrennen und auswaschen konnte. In der Lésung konnte 
die Keratose, wie das Fallprodukt spiter bezeichnet wurde®, durch die 
iibliche Aufarbeitung nach Fallung mit Essigsiure gewonnen werden. 
Beide Substanzen (Faser und Keratose) wurden in gut ausgepreBtem 
aber noch feuchtem Zustand je in drei gleiche Teile geteilt: der erste 
wurde ungetrocknet mit HC] hydrolysiert, der zweite erst nach 12-stdg. 
Trocknung bei 100°, der dritte nach 1-stdg. Kochen mit 2-proz. Sodalésung. 

Es zeigte sich nach Aufarbeitung der Hydrolysate nach der Pyridin- 
Methode von Horn, Jones und Ringel sowohl qualitativ unter dem 
Mikroskop, als auch quantitativ durch analytische Priifungen etwa 
folgendes Bild: 

Der erste Teil ergab in beiden Fallen (Faser und Keratose) nur 
Cystin und kein Lanthionin (héchstens Spuren). 

Der zweite Teil ergab bei Faser Cystin und Lanthionin (vorwiegend 
in der d,l-Form) zu etwa gleichen Teilen, bei Keratose neben viel Cystin 
nur Spuren von Lanthionin. 

Der dritte Teil lieferte bei Faser und Keratose nur Lanthionin 
(vorwiegend in der meso-Form). 

DaB der zweite Teil Lanthionin lieferte, war nach den neuesten Er- 
kenntnissen iiberraschend, bei niherer Untersuchung ergab sich jedoch 
eine Erklirung. Es konnte nachgewiesen werden, dai das Auswaschen 
des Alkalis mit Wasser besonders bei der Faser nicht vollstiindig gelang, 
denn an einem vor dem Trocknen zuriickbehaltenen Rest konnte dies 
nachtriglich mit Lackmuspapier eindeutig festgestellt werden. Die 
geringe von der Faser hartnackig festgehaltene Alkalimenge geniigte 
jedoch, um beim Trocknen der Substanz bei 100° die Lanthioninbildung 
zu erméglichen. 

Zur Aufarbeitung der einzelnen Hydrolysate und Fraktionen ist noch folgendes 
zu bemerken: 

Die Isolierung der S-haltigen Aminosiuren wurde, wie schon erwihnt, nach 
der von Horn, Jones und Ringel angegebenen, eleganten Pyridin-Methode* 
durchgefiihrt, die gerade hier von unschatzbarem Wert ist, weil das Tyrosin nicht 
stért; bei der von uns 1928 angewandten Methode der Neutralisierung des Hydroly- 
sats bis zum isoelektrischen Punkt der schwefelhaltigen Aminosiuren fallt meist 
das Tyrosin mit aus, so da8 man bei einigem Geschick Mischkristallisate ausfindig 
machen kann, in denen, wie Abb. 4* zeigt, neben den hexagonalen Platten des 
Cystins und den langen NadelspieBen des Tyrosins auch die Dreieckformen des 
— erkenntlich sind, das aber in solchen Gemischen auBerst feinkristallin 
anta. 


Die S-haltigen Aminosauren fielen in der Regel bei der Pyridinfallung zu- 
sammen aus; in einem Falle jedoch (bei der Aufarbeitung des Faseranteils von 


® A.Schéberl, P.Rambacher u. A.Wagner, Biochem. Z. 817, 171 
[1944]. 
* Vgl. die Tafel S. 244b. 
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Abb. 2. Thioatherkristall nach dem Verfahren von Horn, Jones und 
Ringel 1950 dargestellt. 





Abb. 3. Thioitherpraparat von 1928 im polarisierten Licht. 
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2. Versuche zur Feststellung der Lanthioninbildung in mit 
Na,S vorbehandelter Wolle und in dem dabei in Lésung ge- 
gangenen Anteil. 

180g gewaschene und entfettete, lufttrockene Schafwolle! wurden mit 2500 cem 
l-proz. Na,S-Lésung 24 Stdn. bei Zimmertemperatur unter mehrmaligem Um- 
riihren zusammengebracht. Nun wurde die schlammige Masse der ungelésten Wolle 
herausgenommen, durch Abpressen in einem Tuch von der Lisung weitgehend be- 
freit, mindestens 10-mal mit warmem Wasser dekantiert, gut ausgepreBt und in 
einem kleinen Teil die Trockensubstanz bestimmt, wonach 87 g trockene Wolle 
vorlagen (W). 

Filtrate und Waschwasser wurden vorsichtig mit Essigsiure bis zur schwach 
sauren Reaktion versetzt!*, der ausgeflockte Niederschlag ebenfalls durch ein Tuch 
abgepreBt, gut ausgewaschen, und durch Trockensubstanzbestimmung die Trocken- 
masse ermittelt: 70 g Keratose (K). 

W und K wurden nun in je 3 gleiche Teile geteilt. 

Die ersten Drittel (W, und K,) wurden ungetrocknet, die zweiten Drittel 
(W, u. K,) nach 12-stdg. Trocknung bei 100° in iiblicher Weise mit konz. HCl 
hydrolysiert (20 Stdn. bei 90—100°). 

Die dritten Drittel (W, u. K;) wurden 1 Stde. mit 2-proz. Sodalésung gekocht, 
wobei sich vom Wollanteil (W) 31% léste. Der Keratoseanteil ging beim Kochen 
mit Na,CO, vollig in Lésung und muBte nach dem Kochen mit Essigsiure wieder 
gefallt werden (Ausb. 69%). 

Die so erhaltenen Substanzen (Wollriickstand und Keratose) wurden ebenfalls 
mit HCl hydrolysiert. 

Alle 6 Hydrolysate wurden nach der Pyridinmethode aufgearbeitet: Nach dem 
Entfernen der Salzsiure durch mehrmaliges Eindampfen mit Alkohol im Vakuum, 
Aufnahme des Sirups in Alkohol, Abfiltrieren der geringen Mengen NaCl — auch 
kleine Mengen von Cystin- und Tyrosinchlorhydrat-Nadeln konnten z. Tl. aus 
der alkoholischen Lésung abgetrennt werden — und Fallen mit Pyridin'® wurde 
der Niederschlag abzentrifugiert, mit Alkohol dekantiert, in wenig dest. Wasser 
aufgenommen (wobei die weiBe flockige Fallung sich z. Tl. in eine schmierige 
Masse verwandelte), erhitzt (wobei sich nicht alles liste) und iiber Nacht in den 
Eisschrank gestellt. 

Die ausgeschiedenen Substanzen wurden mit kaltem Wasser gewaschen, in 
verd. NH, gelést und das NH, aus der filtrierten Lésung durch schwaches Er- 
wirmen auf dem Wasserbad (oder Stehenlassen an der Luft iiber Nacht) weg- 
gedunstet. Dabei schieden sich die schwefelhaltigen Aminosauren als schneeweibBe 
Kristalle ab, die mit kaltem Wasser gewaschen, getrocknet und analysiert wurden 
(s. die Tabellen). 

Zur Ermittlung des Verhiltnisses Cystin:Lanthionin in den Kristallisaten 
auf kolorimetrischem Weg wurden je 10mg Sbst. mit 2,5ccm n-H,SO, geldést 
und mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt, so daB durchweg 0,1-proz. Lésungen vor- 
lagen. 
: Davon wurden je 1 ccm in Kolorimeterrohre mit Marke 25 ccm einpipettiert, 
lecm Sulfitlésung (10g krist. Na,SO, in 25 ccm) zugegeben, mit 2 ccm Folin- 
reagens versetzt, alsdann 6,5 cem Phosphatpuffer (py 5,2) zugefiigt und die blaue 
Lésung mit dest. Wasser auf Marke 25 gefiillt. 

Fir die Eichreihe wurde:als unterster Eichpunkt ein Blind-Ansatz ohne Amino- 
siure gemacht, der durch das Sulfit nur eine schwache Blaufarbung annahm; als 
oberster Eichpunkt wurde ein Ansatz mit 0,l-proz. reinem Cystin benutzt, da- 
zwischen noch solche mit 0,05- und 0,025-proz. Cystinlésungen. Das Kolorimeter 


13 Merinowolle, von Hrn. Fritz Ruoff, Rittergut Derneburg, in freundlicher 


Weise iiberlassen. 
14 Vorherige Dialyse, wie wir sie 1928 anwandten, ist nicht erforderlich. 
15 Kine im Filtrat des Pyridinniederschlags von W, entstandene Nachfallung 


wurde als 2. Frakt. getrennt aufgearbeitet. 
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wurde so eingestellt, daB der Galvanometerausschlag bei dem Ansatz mit 0,1-proz. 
Cystinlésung 90 Teilstriche betrug; bei dieser Einstellung zeigte die Blindlésung 
40 Teilstriche an (Nullpunkt). Im Vergleich mit den Eichlésungen (die zwar keine 
ganz lineare, aber stets reproduzierbare Eichkurve ergaben) zeigten die einzelnen 
Priaparate folgende Werte: 


0,1%  Cystin 90 Teilstr. W, 89 Teilstr. 
0,05°/, Cystin 75 Teilstr. K, 87 Teilstr. 
0,025°/, Cystin 57 Teilstr. W, 1. Frakt. 76 Teilstr. 
0 Cystin 40 Teilstr. 2. Frakt. 67 Teilstr. 
K, 88 Teilstr. 
W; 40 Teilstr. 
K, 40 Teilstr. 


Daraus wurden die in Tab. 2 stehenden Verhiltniszahlen errechnet, die mit den 
Schwefelbestimmungen (Tab. 1) einigermafen parallel gehen: 


Tab. 1. Zusammenstellung der Schwefelbestimmungen. 





























mg analysiert. Stoff mg BaSO,) mgS | gef.% S| ber.% S 
33,8 W, 64,9 8,9 26,33 26,68 
33,6 K, 64,2 8,8 26,19 f. Cystin 
33,8 W, 1. Fr. 53,7 7,4 21,89 
23,6 K, 44,5 6,1 25,85 
37,4 W, 40,8 5,6 14,97 15,40 
f.Lanthionin 
27,6 K, 31,2 4,3 15,58 
25,2 Lanthionin Phy 3,8 15,07 
aus Punkt 1 
Tab. 2. Zusammenstellung der Versuchsergebnisse. 
Zusammensetzung 
mg Eintritt der Kristallisate 
Pm Ausbeute d. Kristall- | Zers, | b&: 2-,dem 
Prap. ” {an S-halt.| Schwefel- — ‘| kolorim, | ber. aus dem 
BaNgs-| A mino- blei- Form |Punkt Befund S-Gehalt 
menge! sauren | Reaktion 0/ 0/ 0/ 0/ 
/o, /0 /0, /0 
Cystin |Lanth. Cystin |Lanth. 
W, 28 295 | schnell | hex. Plat-| 258°— 
ten 260C | 95 5 97 2 
K, 23 200 | schnell | hex. Plat-} 250°— 
ten 255 85 15 96 4 
WwW, 28 |1.Fr.43 | langsam | Dreieck- 
Formen 
neben hex. 
Platten | 270° | 53 47 58 42 
2. Fr. 62 | langsam | vorwieg. 
langgestr. 
hex. Plat- 
ten 278° | 38 62 as -— 
K, 23 80 | schnell |hex. Plat- 
ten 260° | 89 11 95 8 
W; 19 142 |sehrlangs.|nur Drei- 
eckformen| 278° 0 | 100 0 | 100 
K, 16 95 |sehrlangs.} nur Drei- | 275— 
eckformen| 280° 0 | 100 0 | 100 
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Zusammenfassung 


Durch Gegeniiberstellung von Kristallphotographien und einige 
Versuchsvariationen tiber die Bildung des Lanthionins in mit Natrium- 
sulfid vorbehandelter Wolle wurde nachzuweisen versucht, daB die 
Thioaither-Diaminosiure von Kiister und Irion aus dem Jahr 1928 
mit dem von Horn, Jones und Ringel 1940 aus Wolle isolierten und 
mit Lanthionin bezeichneten Stoff identisch ist. 

Durch Modifizierung der kolorimetrischen Bestimmung des Cystins 
mit Phosphorwolframsiure wurde gezeigt, wie man in verschiedenen 
Gemischen der schwefelhaltigen Diaminosiuren besonders rasch das 
Verhiltnis der Komponenten feststellen kann. 


Eine Modifikation der Argininbestimmung nach Sakaguchi 
Von 
H. Kraut, E. v. Schrader-Beielstein und M. Weber 
Aus om Max-Planck-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4, Oktober 1950) 


In Bezug auf die Anwendbarkeit der Sakaguchi-Reaktion! in ihrer 
bisherigen Form zur quantitativen Bestimmung des Arginins miissen wir 
uns dem Urteil von Fiirth und Deutschberger? anschlieBen, daB 
,.dort, wo man den Arginingehalt eines Proteins bereits annihernd kennt, 
also zur Ergainzung eines anderen Bestimmungsverfahrens, das Ver- 
fahren bei richtiger Anwendung sicherlich richtige Werte liefern kann. . . . 
Aber dort, wo man einem Protein von vollig unbekanntem Arginin- 
gehalt gegentibersteht, ist es uns zumindest nicht gelungen, es so anzu- 
wenden, daB wir unserer Resultate einigermafen sicher gewesen waren“. 
Nun steht zwar in der Bestimmung des Arginins mit Arginase ® ein hinrei- 
chend genaues und zuverlassiges Verfahren zur Verfiigung. Trotzdem ist 
bei der hohen Bedeutung des Arginins im Eiweifstoffwechsel ein brauch- 
bares kolorimetrisches Verfahren der Argininbestimmung sehr erwiinscht. 

Seit ihrer Entdeckung durch Sakaguchi ist die Rotfarbung des Arginins mit 
«-Naphthol und Hypohalogenit Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. 
Der Ersatz des von Sakaguchi angewandten Hypochlorits durch das von Weber! 
vorgeschlagene Hypobromit hat sich als ein erheblicher und allgemein anerkannter 
Fortschritt erwiesen. Aber es gelang dadurch nicht, einen gleichmaBigen Reaktions- 
verlauf herbeizufiihren. Die Griinde hierfiir sind folgende: 


1 §. Sakaguchi, Biochem. J. 5, 25 [1925]. 

2 0. Firth u. O. Deutschberger, Biochem. Z. 185, 152 [1927]. 

3 A. Hunter u. J. A. Dauphinee, J. biol. Chemistry 85, 627 [1930]; 
A. Hunter u. J. B. Pettigrew, Enzymologia 1, 341 [1936]; G.Mourot u. 
A. Hoffer, Bull. Soc. Chim. biol. 20, 274 [1938]. 
4C. J. Weber, J. biol. Chemistry 86, 217 [1930]. 
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1. Die Farbtiefe und der Farbton andern sich dauernd, ohne daB ein klares 
Maximum der Farbung feststellbar ware. 

2. Die Reaktion ist vom Verhaltnis der drei miteinander reagierenden Stoffe 
Arginin, «-Naphthol und Hypobromit in hohem MaBe abhangig. 

3. Auch ohne Zusatz von Arginin tritt, wenn auch langsamer, eine anfangs gelbe, 
spater stark braune bis violette Verfarbung von a-Naphthol mit Hypobromit 
ein, die sich zwar deutlich von der schénen Kirschrotfarbe, die mit Arginin 
entsteht, unterscheidet, aber deren Wellenlangenbereich mit umfaft. 

4. Die Gegenwart mancher anderer Aminosiuren neben dem Arginin stért die mit 
Arginin entstehende Farbung. 

Den Hinderungsgriinden fiir die Verwendung der Sakaguchi- 
Reaktion zu einer exakten Argininbestimmung sind wir im einzelnen 
systematisch nachgegangen, um schlieBlich einen brauchbaren Weg 
aufzufinden. 

1. Die Unbestandigkeit der entstehenden Farbung riithrt her von 
der Einwirkung tiberschiissigen Hypobromits auf den Farbstoff selbst wie 
auch auf das iiberschiissige «-Naphthol. Um dies zu verhindern, stoppten 
Thomas, Ingalls und Luck® die Reaktion 15 Sek. nach dem Ver- 
mischen von Arginin, x«-Naphthol und Hypobromit durch Zusatz von 
40-proz. Harnstofflésung. Hierbei ergab sich die Schwierigkeit, daB 
schon teilweise eine Zerst6rung des gebildeten Farbstoffes eintritt, 
bevor alles Arginin in Reaktion getreten ist. Daher empfahl Macpher- 
son®, von vornherein Harnstoff zuzusetzen und die Farbe durch wieder- 
holte Hypobromitgaben vollstindig zu entwickeln. Sein Verfahren be- 
deutete einen wesentlichen Fortschritt, konnte aber doch keine gentigende 
Stabilitat der Farbe innerhalb der Ablesungszeit herbeiftihren. Eine 
solche Stabilisierung gelang uns‘ dadurch, da wir den Farbstoff schon 
wahrend seiner Entstehung der Einwirkung des Hypobromits durch 
Extraktion mit einem organischen Lésungsmittel entzogen, wozu sich 
neben Pentanol am besten Butanol (oder Isobutanol) eignet. Zur voll- 
staindigen Extraktion ist es besser, das Gemisch nach 15 Sek. lebhaften 
Riihrens mit Salzsiure bis zum Umschlag der Farbe nach Hellgelb anzu- 
sduern. Man erhalt dann den roten Farbton durch Schiitteln mit festem 
Kaliumcarbonat zuriick. In dieser Lésung ist er mindestens 1 Stde. un- 
verandert haltbar. Beim Stehenlassen tiber Nacht tritt meist eine kleine 
Verminderung der Farbtiefe, jedoch keine wesentliche Verainderung des 
Farbtones ein. 

2. Aus den Versuchen von Sakaguchi, sowie aus denen von 
Poller® geht hervor, daB an der Bildung des roten Farbstoffes 1 Mol. 
Arginin und 2 Mol. Naphthol keteiligt sind. Wir vervollstindigten diese 
Versuche durch Bestimmung der notwendigen Hypobromitmenge. 
sain E. Thomas, J.K.Ingalls u. J.M.Luck, J. biol. Chemistry 129, 263 
oi. T. Macpherson, Biochem. J. 36, 59 [1942]. 

7 s, Diss. E. v. Schrader-Beielstein, Miinster 1947: Zum Mechanismus der 
Argininreaktion nach Sakaguchi und iber ihre Anwendung zur quantitativen 
kolorimetrischen Bestimmung des Arginins. 

8 K. Poller, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 1927 [1926]. 
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1 Mol. Arginin allein verbraucht 9 Mol. Brom, 1 Mol. Naphthol allein 
16 Mol.; vermischt man aber die beiden Komponenten, so werden bis 
zur vollsténdigen Bildung des Farbstoffes nur rund 30 Mol. Brom auf 
1 Mol. Arginin und 2 Mol. Naphthol bendétigt. Bei gréBeren Bromzu- 
sitzen nimmt die Farbtiefe wieder ab, und es treten auBerdem andere 
Farbténe auf. Da sowohl Arginin, wie x-Naphthol mit Brom unter Bil- 
dung von Verbindungen reagieren, die nicht mehr zur Darstellung des 
Sakaguchi-Farbstoffes geeignet sind, darf man die Reihenfolge der Zu- 
sitze nicht verandern. Die Argininldsung muf man zuerst mit der 
«-Naphthollésung versetzen. Dann erst kann die Hypobromitlésung zu- 
gegeben werden. 

3. Nach dieser Prazisierung der Reaktionsbedingungen untersuch- 
ten wir die Fairbung bei Anwendung von wechselnden Argininmengen. 
Dabei zeigte sich eine neue Schwierigkeit. Mit Argininmengen, die dem 
Verhaltnis Arginin : Naphthol = 1: 2 nahe kommen, erhielten wir gleich- 
miBige und gut reproduzierbare Farbtiefen. Verwendeten wir aber 
wesentlich geringere Argininmengen, so wurde die Messung dadurch 
gestért, daB «-Naphthol selbst mit Hypobromit langsam und ungleich- 
maBig unter Bildung von gelben, braunen oder violetten Farbténen rea- 
giert. Es stellte sich heraus, daB die Fehlerbreite der Messung kleiner 
Argininmengen hauptsachlich von den Schwankungen der Farbung von 
«-Naphthol mit Hypobromit verursacht ist. Wir suchten daher nach 
substituierten «-Naphtholen, die ebenso wie dieses mit Arginin und 
Hypobromit die rote Farbung geben, aber weniger als dieses mit Hypo- 
bromit allein reagieren. Hierzu fanden wir die Sulfonsiuren des 
a-Naphthols geeignet?. 

Unter ihnen ist die Naphthol-(1)-sulfonsiure-(4) auszuschlieBen, da 
sie mit Arginin und Hypobromit keine Farbung gibt. Zum Eintritt der 
Reaktion nach Sakaguchi ist also eine freie 4-Stellung notwendig. Die 
Naphthol-(1)-sulfonséure-(5) gibt nur eine schwache, Disulfonsaure- 
(2.5)- und -(3.6) dagegen keine Firbung, offenbar infolge sterischer 
Hinderung. Sulfonsaéuren-(6) und -(7) geben eine lebhafte Rotfarbung. 
Mit Sulfonsiure-(2) und mit Sulfonsaure-(8) ist sie noch etwas starker 
und ebenso intensiv wie mit x-Naphthol. Nur ist der Farbton zinnoberrot, 
also etwas gelbstichiger. Fiir unser Problem ist von Wichtigkeit, daB die 
Sauren mit Sulfongruppen in 2- bis 6-Stellung beim Behandeln mit 
Hypobromit allein keine dunklen Farbténe liefern, sondern nur eine ver- 
haltnisméBig stabile Gelbfarbung. Die Sulfonsiure-(7) gibt mit Hypo- 
bromit allein einen stérenden roten Farbton. Mit Naphthol-(1)-sulfon- 
siure-(8) entsteht sofort nach dem Vermischen mit Hypobromit eine 
deutliche Rotfarbung. Aber sie verschwindet bei geniigendem UberschuB 
von Hypobromit innerhalb von wenigen Sekunden bis auf einen schwach 
gelben Farbton. Im Gegensatz zu «-Naphthol und zu den anderen 


® Hrn. Direktor Dr. A. Sieglitz, Farbwerke Héchst, sind wir fiir seinen 
freundlichen Rat und seine Hilfe bei der Auswahl der Substitutionsprodukte sehr 
zu Dank verpflichtet. 
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Naphtholsulfonsiuren hat also das Endprodukt der Einwirkung von 
Hypobromit auf Naphthol-(1)-sulfonsaéure-(8) eine ganz geringe und 
dazu eine geniigend stabile Farbung. Sie ist in den Mengenverhiltnissen 
des Versuchsansatzes so schwach, daB sie nicht mit Sicherheit gemessen 
werden kann (Extinktion unter 0,03). Daher erscheint diese Saure als das 
geeignetste Reagens auf Arginin. 

Bei der Anwendung von Naphthol-(1)-sulfonséure-(8) kann man 
sogar das Ausschiitteln des Farbstoffes (aus saurer Losung) mit Butanol 
entbehren. Es geniigt, den BromiiberschuB nach 1/, Min. mit 40-proz. 
Harnstofflosung zu vernichten. Allerdings darf man den BromiiberschuB 
nicht zu groB wiahlen, da sonst die Farbtiefe des Argininfarbstoffes sich 
vermindert. Wir verwenden auf !/, bis 2 Millimol Arginin (0,09 bis 
0,35 mg) 2 ccm ”/125-Sulfonsaéure und 6 ccm 2/50-Hypobromit. In die- 
sem Bereich ]a8t sich das Arginin mit einem mittleren Fehler von -+ 1,2% 
bestimmen. Fallen die Bestimmungen auBerhalb dieses Bereiches, so 
miissen sie unter Anwendung geeigneterer Mengen von Arginin wieder- 
holt werden. 

4. Leider stellte sich heraus, daB die Methode auf EiweiBhydrolysate 
nicht ohne weiteres anwendbar ist. Die Gegenwart von Ammoniak, 
Histidin, Tyrosin, Tryptophan und Glykokoll und wohl noch mancher 
anderer Aminosauren stort die Entwicklung des Farbstoffes, da sie selbst 
Hypobromit verbrauchen und so der Reaktion entziehen; auch Lysin 
wirkt hemmend, aber nur bei groBem UberschuB, wie er in den natiir- 
lichen EiweiBk6rpern praktisch nicht vorkommt. 

Zum Nachweis des Arginins in Hydrolysaten kann man vor der 
Ausfiihrung der Argininbestimmung eine Abtrennung der stérenden 
Aminosiuren und des Ammoniaks vornehmen. Wir verwendeten dazu 
das Verfahren von Wieland”, bei dem durch chromatographische 
Adsorption mit alkalivorbehandeltem Wofatit C die basischen Amino- 
siuren Arginin und Lysin von allen anderen Aminosaduren abgetrennt 
werden. In Hydrolysaten von Casein und Ovalbumin fanden wir 3,1% 
bzw. 5.4% Arginin, wihrend Block und Bolling™ als heute wahr- 
scheinlichste Werte 4,3% bzw. 5,9% verzeichnen. 

Wesentlich einfacher ist es, die St6rung durch andere Aminosauren 
zu beseitigen, indem man den Zusatz an Hypobromit erhoht. Da der 
Uberschu8 an Hypobromit aber die Farbtiefe vermindert, mu8 man bei 
jedem neuen EiweiBhydrolysat den optimalen Hypobromit-Zusatz in 
einer kleinen Versuchsreihe ermitteln. Wir beginnen, wie oben be- 
schrieben, mit einem Ansatz von 6 ecm /50-Hypobromit auf 2 ccm 
n'125-Naphthol-sulfonsiure und steigern im nichsten Ansatz die Hypo- 
bromitmenge jeweils um 1 ccm, bis das Maximum der Farbtiefe tiber- 
schritten wird. Die héchste von uns bisher gebrauchte Hypobromit- 
menge war 10 ccm. 

10 Th. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 539 [1944]. 

11 Nach R. J. Block u. D. Bolling, The determination of the amino acids. 
Burgess Publishing Co., Minneapolis 1948. 
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Bei der Argininbestimmung in Proteinen bekannter Zusammen- 
setzung hatten wir folgende Ergebnisse: 








% Arginin | wahrscheinlichster Wert}! 
Gelatine: 8,5; 8,8; 8,8; 9,1 9,2 
Casein: 4,3; 4,6 4,3 
Eialbumin: 6,0; 6,1; 6,2 5,9 


Beschreibung der Versuche 


1. Extraktion des Farbstoffes aus Arginin und «-Naphthol 
mit Butanol. Extinktionskurve und Verhalten bei der 
Chromatographie 


Um den Farbstoff der Einwirkung des iiberschiissigen Hypobromits zu ent- 
ziehen, versuchten wir, ihn mit einem nicht unbegrenzt mit Wasser mischbaren 
Lésungsmittel zu extrahieren. Er lést sich nicht in Chloroform, Ather, Petrol- 
ather, Benzol, nur als Saure in Essigester, dagegen sauer und alkalisch in Alkoholen. 
Es gelingt daher mit Butanol, Isobutanol oder Pentanol, den Farbstoff aus der 
wiaBrig-alkalischen Lésung, in der er nicht stabil ist, auszuschititteln. Allerdings 
bleibt meist ein schwach roter Farbton als Rest in der waBrigen Phase zuriick. 
Daher ist es besser, den noch leichter léslichen sauren Farbstoff zu extrahieren, 
der bei Anwendung von 3-mal demselben Volumen n-Butanol restlos in das or- 
ganische Lésungsmittel iibergeht. Zur Kolorimetrie ist allerdings der hellgelbe 
saure Farbstoff ungeeignet. Man kann ihn durch Schiitteln der Butanollésung 
mit 15-proz. Natronlauge in das kirschrote Natriumsalz zuriickverwandeln. Gleich- 
maBigere Resultate erhalt man aber, wenn man mit festem Kaliumcarbonat durch- 
schiittelt, wobei der Butanollésung die Hauptmenge des aufgenommenen Wassers 
entzogen wird.. 

Beispiel: 1 cem n/1000-Arginin wurde mit 2ccm 10-proz. Natronlauge al- 
kalisch gemacht, mit 5ccm n/250-«-Naphthol versetzt, mit 10ccm n-Butanol 








! 1 1 i 1 n 1 
S43 SYS S47 S50 = S53 S55 S57 S59 
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Abb. 1. Extinktionskurven des Farbstoffs in Butanol. 
I nach % Stde., II nach 3% Stdn., III nach 9% Stdn. 
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iiberschichtet und 2 Min. geriihrt. Dann wurden 20 ccm n/100-Hypobromit zu- 
gegeben, nach 15 Sek. 2 ccm einer 0,2-proz. Natriumbisulfitlésung (zur Beseitigung 
des tiberschiissigen Hypobromits), nach weiteren 15 Sek. 5 ccm 15-proz. Salzsaure, 
wobei der rote Farbton in Gelbgriin umschlug. Das Butanol wurde im Scheide- 
trichter abgetrennt und die Ausschiittlung noch 2-mal mit je 5ccm Butanol 
wiederholt. Die vereinigten butanolischen Extrakte wurden mit 1 g wasserfreiem 
Kaliumcarbonat durchgeschiittelt, filtriert und auf 25 ccm aufgefiillt. 

Um zu entscheiden, ob der Farbstoff sich beim Aufbewahren ver- 
andert, nahmen wir im Pulfrich-Photometer eine Extinktionskurve auf 
(Abb. 1). Nach 31/, Stdn. (s. Kurve II der Abb. 1) 
war nur das Maximum der Extinktion bei Filter 
S 50 ein wenig abgeschwiacht, nach 91/, Stdn. 
der Kurvenverlauf doch schon wesentlich ver- 
andert (s. Kurve III). Es ist also empfehlens- 
wert, innerhalb von 3 bis 4 Stdn. die Ablesung 
im Photometer vorzunehmen. Wie wir durch 
chromatische Analyse feststellen konnten, han- 
delt es sich keineswegs um einen einheitlichen 
Farbstoff. An einer Siéiule von Zinkearbonat iis 
wurde die Farbstofflésung adsorbiert. Das Chro- 
matogramm wurde mit einem Butanol-Metha- 
nolgemisch (1:1) entwickelt, dem zur Erhal- 
tung einer konstanten alkalischen Reaktion 
einige Tropfen konz. Ammoniak zugesetzt 
waren. Es bildeten sich mindestens 6 gut unter- 
scheidbare Zonen aus (Abb. 2), die erkennen _ 
lieBen, daB bei der Reaktion ein Gemisch von 
mehreren Farbstoffen entsteht. 

Vermutlich erhalt man bei der Farbstoff- 
bildung aus Arginin und Naphthol-(1)-sulfon- 
sdure-(8) ein weniger kompliziertes Gemisch. 

Leider konnte dies nicht in derselben Weise 

durch chromatographische Analyse festgestellt Abb.2. Chromatogramm 
werden, da sich bisher ein geeignetes organi- des mit «-Naphthol dar- 
sches Lésungsmittel fiir die Entwicklung des estellten Farbstoffs an 
Chromatogramms nicht finden lieB. pene 




















2. Verbrauch an Hypobromit bei der Farbstoffbildung aus 
Arginin und «-Naphthol bzw. Naphthol-(1)-sulfonsaure-(8) 


Zur Bildung des roten Farbstoffes ist die Einhaltung ganz bestimm- 
ter Mengenverhiltnisse der Reaktionsteilnehmer erforderlich. Sowohl 
Arginin als auch «-Naphthol verbrauchen namlich fir sich allein groBe 
Mengen von Hypobromit, von dem sie zu Produkten oxydiert werden, 
die nicht mehr zur Bildung des Farbstoffes befahigt sind. 


lccm n/10-Arginin versetzten wir mit 2 ccm 10-proz. Natronlauge und mit 
20 ccm n/10-Hypobromit. Nach 3 Min. wurde angesduert, mit Kaliumjodid ver- 
setzt und mit n/10-Thiosulfat zuriicktitriert. Der Verbrauch an Thiosulfat war 
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11,4 ccm. LieB man 10 Min. statt 3 Min. mit dem Hypobromit stehen, so war der 
Verbrauch 11,2 cem. Im Durchschnitt verbrauchte also | Moi. Arginin rund 9 Mol. 
Hypobromit. lecm n/10-Naphthol verbrauchte bei entsprechendem Ansatz 
16,4 cem n/10-Hypobromit, wobei eine violette Farbung auftrat. Die noch hypo- 
bromithaltige Argininlésung gab nach 2 Min. beim Zusatz von «-Naphthol keine 
Rotfarbung, sondern nur die dem a-Naphthol selbst entsprechende Violettfarbung. 
10cem n/100-Naphthol-(1)-sulfonsaure-(8) verbrauchten dagegen nur 7,8 ccm 
n/10-Hypobromit, also die Halfte des a-Naphthols. Wiederum trat keine bleibende 
Rotfarbung ein, wenn man zu einer mit Hypobromit im Uberschu8 versetzten 
Argininlésung nachtraglich Naphtholsulfonsiure zugab. 

Die Mischung von 1 ccm n/10-Argininlésung und 2 cem /10-a-Naphthollésung 
verbrauchte nicht 42 cem n/10-Hypobromit, wie es der Summe des Verbrauches 
der Komponenten entsprache, sondern nur 34 ccm. Nachdem der Farbstoff sich 
gebildet hat, wird also die weitere Oxydation verhindert oder mindestens sehr ver- 


langsamt. Im Gegensatz dazu entspricht der Hypobromitverbrauch bei der Re- | 


aktion von Arginin und Naphthol-(1)-sulfonsiure-(8) genau der Summe des Ver- 
brauches der Komponenten, namlich 25 eem 7/10- Hy pobromit auf 1 ccm n/10- 
Arginin + 20 cem n/100-Naphtholsulfonsaure. 


3. Die mittleren Abweichungen der Argininbestimmung mit 

«-Naphthol und mit Naphthol-(1)-sulfonsaure-(8). 

Um die Genauigkeit der Argininbestimmung zu priifen, wiederholten 
wir 28-mal den Ansatz mit 1 ccm 7/1000-Arginin und 5 ccm 1/250-a- 
Naphtho! (unter Verwendung der Methode des Ausschiittelns mit Buta- 
nol). Wir fanden im Pulfrich-Photometer mit 5-mm-Kiivetten eine durch- 
schnittliche Extinktion von 0,405 mit einer mittleren quadratischen Ab- 
weichung von + 0,022. AuBerdem aber maSen wir die Extinktion der 
Leerwerte, also der Ansatze ohne Arginin, und fanden eine durch- 
schnittliche Extinktion von 0,176 —- 0,023. Die Schwankungen der Leer- 
werte sind also in ihren absoluten Betrigen schon ebenso groB wie die 
Schwankungen der Argininbestimmung selbst, ein Zeichen, daB die Ge- 
nauigkeit der Methode in erster Linie von jenen bestimmt wird. 

Anders verhilt es sich bei der Bestimmung mit Naphthol-(1)-sulfon- 
siure-(8) (nach der im niachsten Abschnitt beschriebenen Methode). 
Hier sind die Farbungen der Leerwerte so gering, daf} man sie nicht mehr 
mit Sicherheit ablesen kann (Extinktionen zwischen 0,02 und 0,04). 
Die Argininbestimmung mit 1 ccm 2/1000-Lésung ergab in 30 Fallen eine 
durchschnittliche Extinktion von 0,551 + 0,006, die Bestimmung von 
2 cem ”/1000-Argininlésung 1,110 + 0,013. Die Methode hat also eine 
Genauigkeit von + 1,2%. 


4. Methode 


Benétigte Reagenzien: 
1. n/125-Naphthol-(1)-sulfonsaures-(8) Natrium (Praparat der Farbenfabriken 
Bayer, Leverkusen mit 78°, Naphtholsulfonsiure) 
114 mg werden in Wasser gelést und auf 50 ccm aufgefiillt. Die Lésung ist nur 
begrenzt haltbar. Sie mu daher tiglich neu hergestellt werden. 
n/50-Natriumhy pobromit 
100 cem 5-proz. Natronlauge werden mit 0,05 cem Brom aus einer MeBpipette 
versetzt. Dann wird mit 7/100-Thiosulfat titriert und je nachdem Brom oder 
Natronlauge zugesetzt, bis 2,00 ccm der Bromlésung 4,00 cem der Thiosulfat- 
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lésung entsprechen. Die Hypobromitlésung muB taglich neu hergestellt werden. 
Auch die Thiosulfatlésung wird taglich durch Verdiinnen einer n/10- - Losung 


neu bereitet. 
. 10-proz. Natronlauge 
. 40-proz. Harnstofflésung 
. n/1000-Arginin 
10,5 mg Argininchlorhydrat (wasserfrei) werden in Wasser gelést und auf 50 ccm 
im Me8k6lbchen aufgefiillt. Dann wird zur Vermeidung bakterieller Zersetzung 
mit Toluol iiberschichtet. Im Eieschrank halt sich die Lésung ungefahr 14 Tage. 
1 bis 5 ccm neutralisiertes EiweiBhydrolysat (1 g EiweiB in 100 ccm) 
werden in einem 100 ccm fassenden Becherglas mit 2 ccm 10-proz. Na- 
tronlauge und 2ccm Naphtholsulfonsiurelésung versetzt und 2 Min. 
mit Hilfe eines rasch laufenden Riihrers geriithrt. Dann 1a8t man unter 
dauerndem Riihren 6 ccm der Hypobromitlésung zuflieBen und 30 Sek. 
spaiter 2 ccm der Harnstofflosung. Nach einer weiteren halben Minute 
wird in ein 25-ccm-MeBk6élbchen iibergefiihrt und mit Wasser aufgefiillt. 
Eine zweite Probe der Naphtholsulfonsaurelésung wird als Leerwert 
ebenso behandelt, mit Ausnahme des Zusatzes des EiweifShydrolysates. 
Dann wird im Pulfrich-Photometer mit 5-mm-Kiivetten und unter Ver- 
wendung des Filters 8 50 die Extinktion unter Gegenschaltung des Leer- 
wertes bestimmt. (Liegt die Extinktion unter 0,2 oder iiber 1,0, so ist der 
Versuch unter Anwendung gréBerer bzw. kleinerer Hydrolysatmengen 
zu wiederholen.) Die Ablesung soll innerhalb von !/, Stde. erfolgen. 
Alsdann wird der Versuch mit derselben Menge Hydrolysat, aber unter 
Zusatz von.7 ccm Hypobromitlésung wiederholt und die Extinktion be- 
stimmt. Liegt die Extinktion héher, so ist der Versuch unter Verwen- 
dung einer jeweis um 1 ccm gréReren Hypobromitmenge zu wiederholen, 
bis die Extinktion abnimmt. Die héchste abgelesene Extinktion ent- 
spricht der im Hydrolysat vorhandenen Argininmenge. Man ermittelt 
sie aus einer Eichkurve, die man mit Hilfe von 0,5 bis 2 ccm der ”/1000- 
Argininlésung herstellt. Unsere Eichkurve zeigt Abb. 3. 
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Abb. 3. Abhangigkeit der Extinktion von der Argininmenge bei Verwendung von 
Filter S50 und 5-mm-Kiivetten. 


Es empfiehlt sich, zur Kontrolle taglich einmal eine Bestimmung 
mit 1 ccm der ”/1000-Argininlédsung auszufiihren. 
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Zusammenfassung 


Es wurden die Bedingungen ausgearbeitet, unter denen die Farb- 
reaktion von Arginin mit «-Naphthol und Hypobromit zu einer quan- 
titativen Bestimmung des Arginins verwendet werden kann. Dabei 
stellte sich heraus, daB die Schwankungen der Bestimmungsmethode 
hauptsachlich von der Farbung hervorgerufen werden, die «-Naphthol 
allein mit Hypobromit gibt. In der Naphthol-(1)-sulfonsiure-(8) wurde 
ein Reagens gefunden, das bei derselben Farbung mit Arginin selbst 
nur eine schwache Gelbfairbung mit Hypobromit gibt. Die Bestimmung 
des Arginins mit Naphthol-(1)-sulfonsiure-(8) und Hypobromit unter 
den ausgearbeiteten Bedingungen besitzt nur noch einen mittleren 
Fehler von + 1,2%. 

Auf EiweiBhydrolysate ist die Bestimmungsmethode ebenfalls an- 
wendbar. Jedoch muB wegen des Bromverbrauches ‘der begleitenden 
Aminosauren jeweils die zu maximaler Farbstoffbildung notwendige 
Menge Hypobromit ausprobiert werden. 


Versuche zur Isolierung des die Laktation fordernden Stoffes in 
Foenum-Graecum-Ol 


(Trigonella Foenum Graecum) 
Vorlaufige Mitteilung 
Von 
M. S. El Ridi, W. M. Azouz und Abd el Hay 
Aus dem Biochemistry Department, Kasr E! Aini Faculty of Modicine, Cairo 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1950) 


Hassan und Ayyady! sowie El Ridi und Shahat? haben 1944 
berichtet, daB Rattenweibchen, deren Nahrung gemahlene Foenum- 
Graecum-Samen enthielt, gesunde Wiirfe brachten und ihre Jungen rich- 
tig siugten. Beim Fehlen von Foenum-Graecum-Mehl im Futter blieben 
weniger Junge der Wiirfe am Leben. Helba* enthalt also einen Stoff, 
der das Laktieren fordert. Er geht in den Petrolitherextrakt von Foenum- 
Graecum iiber. WaBrige und alkoholische Extrakte waren biologisch in- 
aktiv. Die genannten Autoren haben weiterhin gezeigt, daB dieser Stoff 


1 A.Hassan u. M.A.Ayyady, J. Roy. Egypt. Med. Ass. 6, 236 [1944]. 
2 M.S. El Ridi u. M. Shahat, J. Roy. Egypt. Med. Ass. 6, 258 [1944]. 
3 Ortlicher Name fiir Foenum Graecum. 
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im unverseiften Teil von Helba-Ol vorhanden ist; sie berichteten iiber 
einige Vorversuche zu seiner Reinigung. Die vorliegende Arbeit betrifft 
Versuche, diesen Faktor aus Helba- und anderen Olen zu konzentrieren. 


Beschreibung der Versuche 


Tab. 1 zeigt die von uns bestimmten physikalischen Konstanten von Foenum- 
Graecum-Ol. 


Tab. 1. Physikal. Konstanten des Foenuwm-Graecum-Ols. 


Spezif. Gewicht bei 28°C. .......... 0,9139 
2. GPS ISS a Sa a ae ae em ee ee 13,00 
WORHOEMRPPE A 5. 5 os Ges see 196,23 
URN ey Fy as NS eS ep see aig See Bice 90,00 
Refraktionsindex bei 20°C .......2... 1,4737 
Unverseifter Anteil in %........... 2:5 —4.5 


Spektroskopisch zeigt das Foenum-Graecum-Ol zwei Absorptionsbanden bei 
450 und 480 mu. 

Zur vollstandigen Verseifung wurden 0,5 kg Ol in einer 10-l-Flasche mit 
flachem Boden mit 21 12-proz. alkohol. Kalilauge gemischt und 2 Tage stehen 
gelassen. Dann wurde mit gleicher Menge Wasser verdiinnt und 8-mal mit je 1,51 
Petrolither extrahiert. Die vereinigten Petrolitherextrakte wurden mit Wasser 
alkalifrei gewaschen, getrocknet und vom Petrolither befreit. Der rot gefarbte 
Riickstand hatte die Jodzahl 110. Er wies eine Beugung bei 330 my und eine 
Absorptionsbande bei 450 my auf. 

Fraktionierung des unverseiften Teils: Er wurde im 20-fachen Volumen 
siedenden Acetons gelést und tiber Nacht stehen gelassen. Die Phosphorlipide fielen 
aus, sie betrugen i. D. etwa 2% des Unverseifbaren. Aus dem Filtrat wurde das 
Aceton abdestilliert und der Riickstand in Athylalkohol gelést, um die Sterine 
abzutrennen. Aus der konzentrierten Mutterlauge fielen itiber Nacht im Kisschrank 
weitere Sterin-Anteile aus. Insgesamt wurden durch die Kristallisation aus Athyl- 
alkohol durchschnittlich 23°, des Unverseifbaren an Sterinen erhalten. Beide 
Sterinfraktionen schmolzen bei 130°C und wurden als Sitosterine erkannt. 


Nach Abdestillieren des Athylalkohols blieb ein rotes Ol, das in dem 10-fachen 
Volumen heiBen Methylalkohols gelést wurde. Beim Stehenlassen schieden sich 
rote Oltropfen ab, die aus Petrolather Kristalle vom Schmp. 130° C ergaben. Ihre 
Mutterlauge wurde iiber Nacht im Eisschrank belassen, wobei sich kristallines 
Sterin vom Schmp. 118°C abschied. 

Anreicherung des Laktations-Faktors: 10g des relativ sterinfreien 
unverseifbaren Restes (Jodzahl 124,7) wurden in 20 ccm Petrolather (Sdp. 40° bis 
60° C) gelést und durch eine Aluminiumoxydséule (1:2), 50 cm lang, 3,5 cm lichte 
Weite, gefiillt bis zur Héhe von 31,5 cm, gegeben. Zwei scharf abgegrenzte Banden 
bildeten sich schnell aus, die hohere dunkelbraun, die untere hellgelb. Die erstere 
haftete fest und lieB sich nicht herunterwaschen, wahrend letztere sich etwas ver- 
breiterte und sich leicht nach unten bewegte. Es wurde mit Petrolather (Sdp. 
40—60° C) gewaschen. Das Filtrat I war klar, bis das gelbe Band den Boden er- 
reichte. Nachdem 120 cem zum Waschen gebraucht waren, wurde das Aufnahme- 
gefa8 gewechselt und das Waschen dann mit demselben Lésungsmittel fortgesetzt. 
Der orangegelbe Farbstoff wurde in Filtrat Il gewonnen. Nach Waschen mit 
150 ccm wurde das Filtrat farblos. Das AufnahmegefiB wurde wieder gewechselt 
und weiter mit 250 cem Petrolaither gewaschen (Filtrat III). Die Saule wurde dann 
trocken gesaugt und halbiert, eine untere Halfte ohne Farbstoff und eine obere 
mit dem absorbierten dunkelbraunen Farbstoff. Das Aluminiumoxyd wurde mit 
Ather-Athanolgemisch (90:10°/) eluiert. 
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Eine Ubersicht der verschiedenen Fraktionen gibt Tab. 2. 


Tab. 2. Aluminiumoxyd-Chromatographie des unverseifbaren Anteils von 
Foenum-Graecum-Ol. 
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Gewicht | Physikalische Spektroskop. 
Substans g Eigenschaften J. Priifung ond 
ung 
Ausgangssub Band 450 my 
ar rote dlige 947  |Band 410 mu 
eee — die 10 Fliissigkeit 136,7 Beugung 330, 
aule gegeben) 270 my 
Filtrat I (erstes | vernach- |farblose diinne : 
farbloses) lissigt | Fliissigkeit 21,1 Allg. Absorption 
blasses orange- — ~~ 
Filtrat II (farbig)| 6,5123 | gelbes Ol. Griine| 167,2 steve, A . eur | ,Ac* 
Fluoreszenz 70 am . 2 





Filtrat IIT (zwei- 0.7215 gelbes Ol. Griine 170.2 Geringe Beugung 
tes farbloses) e Fluoreszenz i 330, 270 mu 








Fraktion IV 
(Untere Halfte | 1,4013 |tiefgelbes Ol 105,2 |Band 465 my 
der Saule) 4 

Filtrat V (Obere . Rote Masse: All- 
Halfte der rote klebrige gem. Absorpt. 


Sule) Dunkel- | 1,2743 | Masse, kristalli-| —¢6.9 | icristall.: Beu- 
brauner Farb- ather i gung 330, 290, 
stoff 265 mu 

















Fraktion ,,Ac‘‘ wurde biologisch auf die Laktation bei Albinoratten getestet 
und zeigte sich sehr wirksam‘. Alle Versuche, aus dieser Fraktion mit Petrol- 
ather, Benzin, Athylalkohol und Petrolather-Athanol-Mischung Kristalle zu erhal- 
ten, schlugen fehl. 

Bereitung des phenolfreien Helba-Konzentrats: 20g des sterin- 
freien unverseifbaren Teils wurden in Petrolither gelist und 4-mal mit 2-n. NaOH 
extrahiert. Die Petrolitherlésung wurde dann mehrmals mit Wasser gewaschen, 
bis sie alkalifrei war, getrocknet und das Lésungsmittel abdestilliert. Es blieben 
19,63 g eines éligen orangefarbenen Restes zuriick. Durch die Alkalilésung lieB 
man 3/, Stde. CO, streichen, danach wurde sie mit Wasser verdiinnt und mit 
Ather extrahiert. Der halbfeste rétliche Riickstand betrug 0,6 g. 

Dies phenolfreie Helba-Konzentrat wurde getestet, es regte die Laktation 
stark an‘. 

Wichtig ist, da der Laktationsfaktor des Foenuwm-Graecum-Ols auch in ver- 
schiedenen anderen Olen nachzuweisen war. Wir bereiteten ein analoges Konzen- 
trat aus Hefedl und testeten seine biologische Aktivitat. 

Aufarbeitung des Hefedls: Getrocknete, gepulverte Hefe wurde mit 
Petrolather in 40-l-GefaBen gemischt. Das Lésungsmittel wurde abgesaugt und 
5- bis 6-mal durch neuen Petrolather ersetzt, bis er nichts mehr aufnahm (Kon- 
trolle durch Mikro-Soxhlet). Nach der Entfernung des Lésungsmittels blieb ein 
Ol im Gewicht von 1,8°% der Hefe, welches in derselben Weise verseift wurde, 
wie das Helba-Ol: Unsere Hefesubstanz gab 37°/, Unverseifbares. 


* Vgl. die nachstehende Arbeit. 
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Fraktionierung des Unverseifbaren: Einige Sterine fielen schon beim 
Stehenlassen der Petrolatherlésung des Ols aus. Schmp. 127°C. Weitere Sterine 
kristallisierten aus der atherischen Lésung des Unverseiften aus (Schmp. 152° C), 
und die letzte Gruppe wurde erhalten durch Kristallisation aus Methanol (Schmp. 
110° C). 

Chromatographische Fraktionierung des sterinfreien Unverseif- 
baren: Eine Absorptionsréhre, 35 cm lang, 1,3 cm lichte Weite wurde gefiillt bis 
zur Héhe von 17cm mit Aluminiumoxyd (1:2), iiberdeckt durch 7,5 cm Fuller- 
Erde. 5g des Unverseifbaren vom Hefeél wurden in 10ccm Benzin gelést und 
durch die Siule gegeben; gewaschen wurde mit Benzin. Es gab 2 Banden; eine 
obere. gelborange und darunter eine schwach gelbe. 

Das Filtrat 1 war klar, es wurde so lange gewaschen, bis die Spitze der unteren 
Bande den FuB der Saule erreichte, worauf das AufnahmegefaB gewechselt wurde. 
Filtrat 2 war dann gefarbt; es wurde mit 25 ccm Benzin gewaschen, bis alle Farbe 
herausgewaschen war und das Filtrat wieder farblos wurde. Das zweite farblose 
Filtrat 3 wurde durch weiteres Waschen mit 30 ccm Benzin erhalten, es wurde in 
einer sauberen Flasche aufgefangen. Die Siule wurde dann trocken gesaugt und in 
zwei Stiicke geteilt: Frakt. 4: Al-Elution; Frakt. 5: Fuller-Erde-Elution. 


Eine Zusammenstellung iiber diese Fraktionen ist in Tab. 3 gegeben. 
Tab. 3. Chromatographie des unverseifbaren Anteils aus Hefe-(I. 























Gewicht Physikalische Spektrale Bemer- 
Substans g Eigenschaften Priifung kungen 
Ausgangssubstanz 
(durch die Saule 5 halbfestes rotes Ol ‘aoe 270, 
gegangen) weed 
Filtrat 1 (erstes vernach- | farblose diinne , 
farbloses) lassigt Fliissigkeit Allg. Absorption 
; . , — Beugung 330, ee 
Filtrat 2 (farbig) 3,3413 | rétlich gelbes Ol 390, 255 mu Ac 
Filtrat 3 (zweites : Gute Beugung 
farbloses) 0,3562 | gelbes Ol 270 mu 4 
gece hers 0,8341 | dunkelgelbes 61 - ios 
MFalloe Bed) ~ 0,3997 | gelbe feste Masse — aa 














Fraktion ,,Ac‘ wurde biologisch getestet, es forderte die Laktation sehr stark *. 


Zusammenfassung 


1. Der unverseifbare Teil des Foenum-Graecum-Ols, der den Lak- 
tationsfaktor enthalt, wurde mit Aceton, Athylalkohol und Methylalko- 
hol fraktioniert. Der Rest wurde mittels Chromatographie weiter frak- 
tioniert; es wurde ein laktationsférderndes Ol erhalten. 

2. Das aktive Konzentrat konnte bisher nicht kristallisiert erhalten 
werden. 

3. Eine ahnliche Fraktionierung des Hefeél lieferte ebenfalls ein 
die Laktation anregendes Konzentrat. 

4. Die Arbeit wird fortgesetzt, um die Natur dieses Faktors zu 
identifizieren. 

pa aera 18* 
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Uber das Vorkommen eines die Laktation férdernden Stoffes im 


Foenum-Graecum-01 
(Trigonella Foenum Graecum) 
Vorlaufige Mitteilung 

Von 
M.S. El Ridi, M. El Ayyadi und M. W. Azouz 


Aus dem Biochemistry Department, Kasr El] Aini Faculty of Medicine, Cairo 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1950) 


In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, daB Ratten mit 
einer synthetischen Nahrung, die alle bekannten fiir sie notwendigen 
Bestandteile enthielt, zwar gut wuchsen und sich fortpflanzten, aber 
nur ungeniigend laktierten. Dieser ernihrungsmibig bedingte Mangel 
konnte durch Zufuhr bestimmter natiirlicher Stoffe oder-deren Extrakte 
abgestellt werden, in welchen dieser Mangelfaktor augenscheinlich ent- 
halten wart. Boelter und Greenberg? zeigten, daB weibliche Ratten, 
calcium-arm ernahrt, ungentigende Mengen Milch und zu wenig Kalk fiir 
ein normales Wachstum der Jungen abgaben. Nach Ritchards? ver- 
mehrte Zulage von Kalksalz zur Grundnahrung die Zahl der lebenden 
Jungen pro Wurf. Kalksalz plus Aneurin erzielte noch bessere Ergebnisse. 
Kalk und Hefe oder Kalk, Hefe und Milch lieB die Zahl und das Ge- 
wicht der Jungen pro Wurf noch weiter anwachsen. Nakahara und 
Mitarbeiter‘ teilten mit, daB junge Albinoratten ausgezeichnet wuchsen, 
als der unlésliche Vitamin-B-Komplex ihres Futters noch durch reines 
Thiamin, Riboflavin, Pyridoxin, Pantothensiure, Cholin und Nicotin- 
siure erginzt worden war. Die gleiche Nahrung erlaubte aber keine Ver- 
mehrung und kein Stillgeschaft und zeigte dadurch einen neuen Ernah- 
rungsfaktor B, an, der in Reiskleie, poliertem Reis, in Brauereihefe, 
Biackerhefe und den Extrakten von nicht ausgereiftem Weizen vorhan- 
den ist. -Aminobenzoesiure ist eine seiner Komponenten, Inosit wahr- 
scheinlich auch. Sure® bestatigt die giinstige Wirkung der Benzoesiure, 
Inosit dagegen hemmt die Laktation. Ratten brauchen viel mehr Panto- 
thenat als Pyridoxin, besonders wihrend der Laktation®. Nach Kennedy 
und Palmer’ wird Biotin fiir das erfolgreiche Austragen und die Ge- 


1 L. W. Mapson, Biochem. J. 26, 970 [19321; 27, 106 [1933]; J. F. Feaster 
u. V. E. Nelson, Amer. J. Physiol. 115, 147 [1936]; C. R. Meyer, Illinois Agric. 
Exp. Sta. Rep. [1933—34], 47, 248 [1935]; K. H. Coward, Biol. Stand. of Vita- 
mins, 8.8. Bailliére, Tindall & Cox, London [1938]. 

2 M.D. D. Boelter u. D. M. Greenberg, J. Nutrition 26, 105 [1943]. 

3 M.B. Ritchards, Brit. Med. J. 2, 418 [1943]. 

4 W. Nakahara, F. Inukai u. S. Kato, Proc. Imp. Acad. [Tokyo], 10, 268 
[1934]; W. Nakahara, F.Inukai u. D. Ugami, Inst. Phys. Chem. Res. 28, 154 
[1935]; 86, 327 [1939]; 88, 24 [1940]. 

5 B. Sure, J. Nutrition 26, 275 [1943]. 

* B. Sure, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 60, 250 [1945]. 

7 C. Kennedy u. L. 8. Palmer, Arch. Biochem. 7, 9 [1945]. 
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burt der Jungen gebraucht, ist aber weniger wichtig fiir das Still- 
geschiaft. 

Saugende Jungen, deren Miitter mit einem Gemisch reiner Nahr- 
stoffe unter Zusatz von Mais6l gefiittert wurden, wuchsen besser, als 
wenn die Muttertiere fettfrei oder mit gehartetem KokosnuB6l gefiittert 
wurden’, Nach Maynard und Rasmussen’, begiinstigt hoher Fett- 
gehalt der Nahrung die Laktationsfihigkeit, niedriger verschlechtert sie. 
Deuel)?® untersuchte die Leistung verschiedener Fette, wie Butter, 
Margarine und diejenigen aus Mais, Baumwollsamen, Erdnu8 und Soja- 
bohnen, und fand, daB alle genannten Fette die Laktation im gleichen 
AusmaB anregen konnten. Wir vermuten, da8 diese verschiedenen Ole, 
den fettléslichen Laktationsfaktor enthalten"™. 

Daher stellten wir eine synthetische fettfreie Nahrung zusammen, 
welche die Laktation nicht begiinstigt, aber Wachstum und das Aus- 
tragen sichert. Mit ihr konnten Konzentrate von Helba-Ol?? und anderen 
Olen hinsichtlich ihrer fordernden Wirkung auf die Laktation bei Al- 
binoratten gepriift werden. 

Unser Bericht besteht aus zwei Teilen und enthalt: 

1. Die Zusammensetzung eines Rattenfutters durch das die Lak- 
tation nicht begiinstigt wird. 


Tab. 1. Prozentuale Zusammensetzung der aufgestellten Grundrationen. 




















Bestandteile aeaeaoinen 

A | B C 

Weizenmehl (Extrakt) ...... 55 60 55 
Maismeh! (Extrakt). ....... 12 12 12 
Casein (vitaminfrei, ep Eh ss 8 8 8 
Salzmischung* . . A ee rat ee 5 5 5 
Baumwollsamenél** ge eee 5 5 — 
Schweinefettt ......4... —- —- 10 
Getrocknete Hefe (Extrakt) .... 10 10 10 
Moulokhia (Corchorus Olitorius) 5 — — 
Zusammen | 100 | 100 | 100 


* Salzmischung: Ein modifiziertes Osborne-Mendel-Gemisch; siehe Tab. 2. 

** Bei Ration A und B erhielt jede Ratte noch 3 Tropfen eines Kabeljau- 
Lebertrandls. 

+ Schweinefett enthielt die notwendigen Mengen der fettléslichen Vitamine, 
und zwar je Tier und Tag von A 5001. E., B 251. E., E11. E 


8 J.K.Loosli, J. F.Lengenfelter, J.W.Thomas u. L.A.Maynard 
J. Nutrition 28, 81 [1944]. 

® L.A. Maynard u. E. Rasmussen, J. Nutrition 23, 385 [1942]. 

10H. J. Deuel, Jr. Elimovitt u. L. F. Haliman, J. Nutrition 22, 509 
[1944]. 

A, Hassan u. M.A. Ayyady, J. Roy. Egypt. Med. Ass. 27, 236 [1944']; 
M.S.E] Ridiu. M. Shahat, ibid. 27, 258 [1944?]; M. S. El Ridiu. M. A.Ayyady 
u. W. Tadros, Nature [London] 164, 1057 [1949]. 

12 Helba: Ortlicher Name fiir Foenum-Graccum. 
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2. Die Wirkung der Zulagen aus Foenum-Graecum- und Hefedl- 
Konzentraten, um ihre biologische Aktivitét zu bestimmen. 
Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen die Tab. 1, 4 und 5. 


Teil I 

Als Grundration dienten drei verschiedene Mischungen A, B und C (Tab. 1). 
Die Ergebnisse mit diesen Rationen wurden verglichen mit solchen der Grund- 
nahrung D (Tab. 3). Junge weibliche Albinoratten mit einem Anfangsgewicht von 
30 bis 50g, wurden mit den Rationen A, B, C und D bis auf ein Gewicht von 
150—180 g gebracht und dann gepaart. Das Futter bekamen sie ad libitum; es 
wurde dafiir gesorgt, daB die angebotene Menge ausreichte. Sie nahmen etwa 
30 g je Tier und Tag auf. 


Tab. 2. Zusammensetzung der Salzmischung. 


Os Ca AG ies emt Ane ee ae gar oR 43,25 g 
DAGON Go toeis! ose a wk Gere: @ 136,15 g 
RUMMMEEMOL EC oes: Gis hc: ma UG) oe is 86,75 g 
IDS URE MOR pace os, Ga ise A) fies ey os/asias (ete ase 135,00 g 
SRENNE iio, SS. 6s S. -  e  wD 29,50 g 
Caictumiactat . . . 1. 1:2 2 2 1 1 ww ew ss SOOUUE 
RIEMO LE) 6 oes ss a el GS Se ea: EB OOe 
NaF .. LE ee ee ere ee 
MnSO. Sa RPM Gc) hie a? Sete Se yey 6: 
Kaliumajaun. NEE Te io neste: Ge xo lel wi ore 0,84 g 
eee. ee ee ee ae 
Tab. 3. Prozentuale Zusammensetzung der Grundration D. 
PEO ie ou tore es os) Eek eh: epee 24¢ 
MEER SNe 25s cs sore ey, Wye) aus Si oil 10g 
Brot (aus 3 Tln. Weizen- und 1 Tl. Maismehl) 36g 
SGIEIRDBNOTAB os SSS ee KR Se 6g 
DU MUEETo ic. hes Gs rors er tase, 20S en Soy ai: WO 24 ¢ 
100 g 
Tab. 4. Fiitterungsversuche. Wirkung der Grindnahrungen. 































Ration cy Zahl der |jinsgesamt eg a Feed Wirkungs- 
sepe "| sterilen | geboren | 8°" &° ies grad 
Weibchen geben | Jungen 

A 12 2 78 60 36 60% 

B 12 _— 101 72 54 15% 

C 12 1 91 60 12 20 ee 
D 6 1 46 30 24 80% t7 




















* 1 Mutter starb wahrend des Austragens. 
** Nur 1 Mutter pflegte richtig. 

+ 3 Miitter pflegten je 2 von 6. 

tt 5 Miitter mit normaler Laktation. 


Bemerkenswerterweise fallt bei Ration C die Laktation aus. Von den 12 Miittern 
dieser Gruppe war nur eine imstande, die Jungen bis zur Entwébnung aufzuziehen. 
Zwei andere gaben ungeniigend Milch, denn nur 2 Tiere der Wiirfe blieben am 
Leben, 8 Miitter waren unfahig zu siugen, so daB alle Jungen starben. Dem- 
gegeniiber konnten simtliche Miitter der Grundnahrung D ihre Jungen bis zur 
Zeit der Entwéhnung groBziehen. 








— 
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Teil II 
Fiitterungsversuche 


Hier wurde Ration C ergainzt mit Konzentration von Foenum Graecum- und 
Hefedl 43. Vier Tiergruppen wurden gebildet, darunter 2 der Miitter, die bei Ration C 
nicht siugen konnten (Tab. 4), zur Gruppe 3 und 4 dienten junge Weibchen. 

Zu Beginn der Versuchsreihe wurden die Tiere gepaart (Ergebnis in Tab. 5). 

Gruppe 1: 4 Miitter, Ration C, mit Foenum-Graecum-0l-Konzentrat. 

Gruppe 2: 2 Miitter, Ration C, mit phenolfreiem Foenum-Graecum-Ol-Kon- 
zentrat. 

Gruppe 3: 2 weibliche Ratten, Ration C, mit Hefeél-Konzentrat. 

Gruppe 4: 5 weibliche Ratten zur Kontrolle, Ration C ohne eine Erginzung. 

Die Konzentrate wurden mit dem Schweinefett gut gemischt und zwar so, 
da8 jede Ratte taglich 0,02 g des Konzentrats erhielt. 


Tab. 5. Wirkung von Foenum-Graecum- und Hefe-Ol-Konzentraten auf 

















Stillfahigkeit. 
Weibchen Junge Wirkungs- 
ali epaart | werfend | geboren | gesiugt — grad 
gep 8 gesauge | sezogen 
1 4 3 14 12 12 100%* 
2 Y 2 13 12 12 100% 
3 2 2 10 12 12 100%, 
4 5 5 37 30 ~- 0% 




















* Eine Fehlgeburt. 


Miitter, die geboren haben, aber in der ersten Generation nicht siugen konnten 
(bei Ration C), konnten ihre Jungen aufziehen bis zur Entwéhnung, wenn ihnen 
Erganzungsstoffe durch Foenum-Graecum-Ol-Konzentrat gegeben wurden, auch 
wenn dieses Konzentrat zuvor von allen Phenolkérpern befreit worden war. Das 
gleiche gilt fiir ein Hefedlkonzentrat. Der Wirkungsgrad stieg von 0 auf 100°, 
Gruppe 2 zeigt, da8 keine Phenolverbindung fiir die Stillfahigkeit unter den 
Versuchsbedingungen verantwortlich gemacht werden kann; sie bestatigt die 
Ergebnisse von El Ridi, Ayyady und Tadros!!. 


Zusammenfassung 

1. Eine Nahrung wurde zusammengestellt, mit der Albinoratten 
zwar gebaren aber nicht séugen konnten. 

2. 13 weibliche Ratten wurden in 4 Gruppen benutzt, in 3 Gruppen 
wurde zusitzlich Foenum-Graecum-Ol-Konzentrat oder phenolfreies 
Foenum-Graecum-Konzentrat oder ein entsprechendes Hefedl-Konzen- 
trat gefiittert. Die vierte Gruppe wurde bloB8 auf der Grundnahrung 
gehalten und diente als negative Kontrolle. Jede der drei Zulagen 
bewirkte ausreichende Stillfahigkeit. 

3. Dieser Laktationsfaktor ist kein Phenolkorper. 


13 Fraktionen ,,Ac‘ (siehe Tab. 2 der voranstehenden Arbeit). 
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Uber die oxydative Desaminierung von 4-Aminomethyl- 
2-oxy-benzoesaure im TierkOrper 


Von 
Richard Kuhn, Friedrich Zilliken und Heinrich Trischmann 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir medizinische Forschurg Heidelberg, Institut fir Chemie 


{(Der Schriftlcitung zugegargen am 26. Oktcber 1950) 


Die 4-Aminomethyl-2-oxy-benzoesiure (PAMSA), iiber deren 
Synthese wir vor kurzem berichtet haben’, wird von der Maus in be- 
deutenden Dosen vertragen. Als dl 50 fanden wir bei intraperitonealer 
Injektion der waBrigen Lésung 3,5 bis 4,0 g pro Kilogramm Maus. Der 
Tod trat unter Gleichgewichtsstérungen und Lahmungserscheinungen 
meist nach 30—40 Min. ein. Es sind dieselben Symptome, die man auch 
nach intraperitonealer Zufuhr von 4-Amino-2-oxy-benizoesiure (PAS) 
sieht, fiir welche wir 3,0 g pro Kilogramm Maus als d! 50 ermittelt haben. 

Gibt man Kaninchen PAMSA (I) mit der Schlundsonde (inner- 
halb von 3 Tagen 5x1 g pro Tier), so 1aBt sich aus dem Harn durch An- 
siuern und Ausathern schon kristallisierende Oxy-terephthalsiure 
(II) in einer Ausbeute von 8% d. Th. (0,40 g aus 5 g PAMSA) gewinnen. 
Diese wurde durch Diazomethan in Oxyterephthalsiure-dimethylester 
vom Schmp. 90—91° verwandelt (Mischprobe). 

— HOOC— —COOH II 


\OH OH 


I H;N-H,C—< 


Vermutlich findet im Organismus — vergleiche die Umwand- 
lung von «-Aminoséuren in die entsprechenden «-Ketosiuren — zu- 
nichst Dehydrierung zum Imin statt, das unter Ammoniak-Abspaltung 
in Oxyterephthalaldehyd-saure tibergeht, und anschlieBend Dehydrierung 
der Aldehydgruppe zur Carboxylgruppe, wie sie auch als letzter Schritt 
bei Methyloxydationen im Tierkérper angenommen wird. 

Die oxydative Desaminierung von PAMSA erinnert an diejenige des Marfanils 
(III), das nach Hartless und Williams? vom Diinndarm des Meerschweinchens 
mit Ausbeuten bis zu 84% in 4-Sulfonamido-benzoesiure (IV) verwandelt wird. 
»—S0,NH, HOOC-< )—S0,NH,_ IV 


Blaschko? benutzt Marfanil als Substrat fiir Diaminoxydase. Ob es dasselbe 
Ferment ist, das PAMSA angreift, ist noch fraglich. 


Aus 2-n.Salzsaure kristallisiert PAMSA als Hydrochlorid (Schmp. 
268—270°), dessen Zerlegung die Aminosiure in besonders reinem Zu- 


Il H,N-H,C—-¢ 








1 R. Kuhn, F. Zilliken u. H. Trischmann, Chem. Ber. 838, 309 [1950]. 
2 R.C. Hartless u. R. T. Williams, Biochem. J. 41, 206 [1947]. 
3-H. Blaschko, Biochem. J. 89, 347 [1945]. 
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stand (Schmp. 308—309° unter Aufschéumen) liefert. Mit Keten sowie 
mit Essigsiureanhydrid und etwas Pyridin erhilt man eine Monoacetyl- 
Verbindung. Diese ist als N-Acetyl-Verbindung aufzufassen, da sie mit 
Eisen(III)-chlorid Violettfarbung (freie phenolische OH-Gruppe) gibt. 
Salpetrige Saure fiihrt in guter Ausbeute zu p-Oxymethyl-salicylsiure 
(V) (Schmp. 192—193°), Brom in Eisessig zu einer Dibrom-Verbindung 
(VI) (Schmp. 266—268°), die vermutlich die Halogenatome in 3- und 
5-Stellung trigt. Durch trockenes Erhitzen erhalt man m-Oxy-benzyl- 


amin (VII). 


Br q 
HOH,C—{_ COOH _—H.N-H,C—< S—coo- -H,N-CH 
oH Br’ OH OH 
V VI . VII 


Mit diazotiertem p-Nitranilin kuppelt PAMSA in soda-alkalischer 
Losung unter Bildung eines roten Azokérpers. Von dieser Reaktion 
haben wir Gebrauch gemacht, um den Serumspiegel und die Ausschei- 
dung im Harn quantitativ zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurden zu- 
nachst vom Serum bzw. Harn Papierchromatogramme angefertigt. In 
Propanol: Wasser = 4:1 fanden wir fiir PAMSA R; = 0,19. Die ge- 
trockneten Flecke fluoreszieren vor der Quarzlampe blau. Sie werden 
ausgeschnitten, mit 2-n.Sodalésung eluiert und der Kupplungsreaktion 
unterworfen. Man colorimetriert am Stufenphotometer (Pulfrich) bei 
500 my (Filter S 50). Die Eichkurve ist im Versuchsteil zu finden, 

Die Kupplungsreaktion als solche wird auch von PAS und von 
Oxyterephthalsiure gegeben. Trotzdem ist, in Verbindung mit der 
Papierchromatographie, die Reaktion zur PAMSA-Bestimmung sehr 
geeignet, da der Ry-Wert fiir PAS (0.41) wesentlich héher und fiir Oxy- 
terephthalsiure (0,03) viel niedriger liegt als fiir PAMSA (0,19). 

Mit der im Versuchsteil eingehender beschriebenen Methodik fanden 
wir, daB nach einmaliger peroraler Zufuhr von 1 g bzw. 5 g je 2 kg Ka- 
ninchen der PAMSA-Spiegel im Serum 5—10-mal hoher liegt als der 
PAS-Spiegel (Abb. 1 und 2). 

Die Ausscheidung durch den Harn erfolgt langsamer als bei PAS. 
Sie war erst nach 48 Stdn. (1 g PAMSA) bzw. nach 60 Stdn. (5 g) beendet, 
wahrend nach Verabreichung derselben PAS-Mengen schon nach 12 
bzw. 16 Stdn. der Harn frei von PAS war. 

Versetzt man Homogenisate verschiedener Meerschweinchenorgane 
bei py 7,4 und 37° mit PAMSA, so findet man durch Papierchromato- 
graphie und Kupplung mit diazotiertem p-Nitranilin, daB die Menge an 
PAMSA abnimmt und gleichzeitig Oxy-terephthalsiure auftritt. Mit 
Leber und Niere fanden wir die groBte Geschwindigkeit der oxydativen 
Desaminierung; Lunge war viel weniger wirksam, Diinndarm nahezu 


unwirksam. 
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Abb. 1 u. 2. PAMSA- und PAS-Spiegel im Blut nach einmaliger peroraler Zufubr 
von je 5 g bzw. je 1 g dieser Stoffe je 2 kg Kaninchen. 
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Beschreibung der Versuche 


Verbesserte Darstellung der 4-Cyan-salicylsdure: Zu einer Lésung 
von 85 g CuSO,-5H,O m 250 cem H,O + 95g KCN in 150 ccm H,O — die bei 
90° zusammengegeben werden — gibt man, nachdem auf 0° abgekihlt wurde, 
50 g 2-Oxy-4-amino-benzoesaure (PAS). Alsdann fiigt man 50 g festes NaNO, 
hinzu und riihrt 15 Min. bei 0°. Danach 1la8t man 700 ccm 2-n.HCl unter standigem 
Riihren langsam zutropfen, wobei die Temperatur + 5° nicht iibersteigen soll. 
Nachdem die Salzsaéure eingetropft ist, riihrt man bei der gleichen Temperatur 
noch etwa 30 Min. Es ist zweckmaBig, den Ansatz unmittelbar weiter aufzuarbeiten, 
da sich nach langerem Stehenlassen die Hauptmenge der Cyansalicylsiure im 
Niederschlag befindet, woraus sie nur schwer extrahierbar ist. Den entstandenen 
Niederschlag saugt man ab und Aathert die saure, waBrige Losung 5—6-mal 
aus. Den _Niederschlag extrahiert man ebenfalls erschépfend mit Ather. Die ver- 
einigten Atherextrakte werden zur Reinigung mit A-Kohle filtriert und dem Fil- 
trat durch 3-maliges Ausschiitteln mit je 75ccm 1-n.NaOH die Cyansalicyl- 
siure entzogen. Beim Ansauern der vereinigten Laugen mit 2-n.HCl fallt die 
Saure kristallisiert aus. Ausb. 25g (48,0% d. Th.), Schmp. 219°. Zur weiteren 
Reinigung wird das Rohprodukt in Ather aufgenommen, nochmals mit Kohle 
filtriert und zur Trockne gedampft. Schmp. 228—230°. 

Acetyl-4-cyan-salicylsiure: 3g 4-Cvan-salicylsiure werden in 
50 cem Tetrahydrofuran gelést und 2 Stdn. Keten durchgeleitet. Man engt die 
Lésung im Vakuum ein, wobei die Saure kristallisiert anfallt. Nach dem Absaugen 
wascht man mit Chloroform/Petrolather (1:1) und erhalt 3 g Rohprodukt (79,4% 
d. Th.). Aus Chloroform kristallisiert die Saure in zu Drusen vereinigten Nadelchen. 
Sie schmilzt bei 145—146°. 


C,9H,O0,N (205,1). Ber. C 58,53, H 3,42, N 6,83. 
Gef. C 58,41, H 3,34, N 6,76. 


Mit Essigsiureanhydrid und einigen Tropfen Pyridin (siehe auch -Acetyl- 
PAMSA) erhalt man die Saure in gleicher Ausbeute. Der Mischschmelzpunkt zeigt 
mit obigem Produkt keine Depression. 

PAMSA-Hydrochlorid: Lést man PAMSA in heiBer 2-n.HCl, so scheidet 
sich beim Abkiihlen deren Hydrochlorid ab. Nach 2-maligem Umkristallisieren des- 
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selben aus 2-n.HCl erhalt man farblose Nadelchen, die bei 268—270° unter Auf- 
schéumen schmelzen. Das Hydrochlorid ist in Wasser leicht léslich. 


C,H,,0;NCI (203,5). Ber. C 47,23, H 4,91, N 6,88, Cl 17,43. 
Gef. C 47,30, H 4,71, N 6,57, Cl 17,57. 


| 
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Abb. 3. UV-Spektren von PAMSA (—) und: PAMSA-Hydrochlorid (— — —) in 


Wasser. 


N-Acetyl-PAMSA: 3g PAMSA werden in 100 ccm Tetrahydrofuran sus- 
pendiert. Nach 5-stdg. Einleiten von Keten geht die Saéure in Lésung. Die dunkel- 
braune Lésung wird mit Kohle filtriert, das Filtrat eingeengt, der Riickstand in 
Chloroform aufgenommen und langere Zeit bei 0° belassen. Es fallen farblose, 
diinne Nadelchen aus, die bei 167—168° schmelzen und mit FeCl, eine Violett- 
farbung aufweisen. N-Acetyl-PAMSA fluoresziert in waBriger Lésung nur schwach. 
Sie kuppelt noch mit diazotiertem p-Nitranilin. 

C,oH,,0,N (209,1). Ber. C 57,42, H 5,26, N 6,70, Aquiv.-Gew. 209. 
Gef. C 57,45, H 5,20, N 6,41, Aquiv.-Gew. 206. 

3 g PAMSA werden mit 20 ccm Essigsiureanhydrid und 5 Tropfen Pyridin 
versetzt und 2 Stdn. im Olbad auf 100° erhitzt. Alsdann wird in Wasser gegossen, 
eingeengt und der dlige Riickstand in Chloroform aufgenommen. Die Lésung wird 
durch Kohlefiltration gereinigt. Langsam kristallisiert hieraus die .N-Acetyl- 
PAMSA. Schmelzpunkt und Kristallform wie oben. 

C,9H,,0,N (209,1). Ber. C 57,42, H 5,26, N 6,70. 
Gef. C 57,45, H 5,14, N 6,66. 


Dibrom-PAMSA: 1g PAMSA wird in 100 ccm Eisessig heiB gelést, auf 
etwa 50° abgekiihlt und mit 2 g Brom in 20 ccm Eisessig versetzt. Man beliBt den 
Ansatz 12 Stdn. bei Zimmertemperatur, gieBt dann in etwa 400 com Wasser und 
engt im Vakuum ein. Der Riickstand wird mehrmals aus 96-proz. Alkohol um- 
kristallisiert. Man erhalt derbe SpieBe, die bei 266—268° unter Aufschiumen 
schmelzen. Dibrom-PAMSA kuppelt nicht mehr mit diazotiertem p-Nitranilin. 
Sie fluoresziert in wiGBriger Lésung nur schwach. Ausb. 1,6 g (80% d. Th.). 
C,H,O,NBr, (324,8). Ber. C 29,55, H 2,16, N 4,31, Br 49,20, Aquiv.-Gew. 325; 

Gef. C 29,29, H 2,30, N 4,11, Br 48,92, Aquiv.-Gew. 322. 
p-Oxymethyl-salicylsiure: 2g PAMSA-Hydrochlorid werden in 5 ccm 


2-n.Salzsiure gelést und mit iiberschiissigem, 10-proz. Na-Nitrit bei 0° versetzt. 
Nach 1 Stde. wird ausgeathert und der Ather zur Trockne gedampft. Der Riicke 
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stand wird mehrmals aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Man erhalt, feine 
Stabchen vom Schmp. 191—193°. Ausb. 1,45 g (72,5% d. Th.). 


C,H,0, (168,1). Ber. C 57,14, H 4,76. Gef. C 57,02, H 4,59. 


Decarboxylierung der PAMSA: PAMSA ist gegen Hitzeeinwirkung 
sowohl im trockenen Zustand als auch in Lésung stabiler als PAS. Bei langerem, 
trocknem Erhitzen decarboxyliert sie bei etwa 250° zu m-Oxy-benzylamin 
(Schmp. 153—154°). 


C;H,ON (123,1). Ber. C 68,05, H 7,38. Gef. C 67,78, H 7,59. 


Bestimmung der PAMSA in Blut und Harn: Der eigentlichen kolori- 
metrischen Auswertung der PAMSA geht die papierchromatographische Vor- 
differenzierung voraus, die wie folgt ausgefiihrt wird: 

Mit einer Erythrocytenpipette bringt man 0,01 cem Harn bzw. 0,01 ccm 
Serum (Aufsaugen bis zur Marke 1) als Tropfen auf Whatman-Papier Nr. 1 auf 
und stellt nach Eintrocknen desselben den etwa 40 cm langen Papierstreifen in 
ein Schalchen mit Propanol/Wasser 4:1 (Héhe des Verteilungsgemisches 1 cm). 
Darin bela8t man etwa 12 Stdn. Danach wird der Streifen an der Luft oder schneller 
bei 100° getrocknet und unter der Quarzlampe die hellblau fluoreszierenden Flecke 
der PAMSA kenntlich gemacht (Bleistift). Das Auffinden der Fluoreszenzflecke 
kann durch gleichzeitig mitlaufende PAMSA erleichtert werden. Die markierten 
Fluoreszenzflecke werden alsdann ausgeschnitten und in 4 ccm 2-n.Sodalésung 
suspendiert. Als Leerwert fiir die kolorimetrische Bestimmung schneidet man die 
gleiche Papierfliche aus und eluiert ebenfalls wie angegeben. Nach 30 Min. gieBt 
man die Elutionsfliissigkeit méglichst vollstindig ab und verwendet dieselbe fiir 
die Kupplungsreaktion. _ 

Kolorimetrie: Erforderliche Reagenzien: 0.02-proz. waBrige Lésung von 
p-Nitranilin, 1-proz. wafriges Natriumnitrit, konz. Salzsiure, 5-n.Natronlauge; 
alle Reagenzien ,,chemisch reinst‘‘. Die Diazoniumsalz-Liésung ist jeweils in der 
benétigten Menge, wie folgt, frisch zu bereiten: 8 ccm 0.02-proz.Nitranilin + 1 ccm 
Natriumnitrit + 1 eem konz. Salzsaure. 

Ausfiihrung der Kupplung: Zu den 4 ccm Elutionsfliissigkeit (2-n.Soda) gibt 
man 1 cem der Diazoniumealzlésung, ]éBt die gut durchmischte Probe 8 Min. bei 
Zimmertemperatur stehen und versetzt alsdann mit 0,5 ccm 5-n.Natronlavge. 
Der gebildete Farbstoff wird in 1-cm-Kiivetten im Pulfrich-Photometer unter 
Verwendung des Filters S 50 gegen den oben beschriebenen Papierleerwert inner- 
halb der niachsten 30 Min. (am besten nach 5 Min.) kolorimetriert. 

Die erforderlichen Eichkurven werden in derselben Weise erhalten, d. h. man 
bringt Mengen von 10—500 y PAMSA auf Papier, ]a8t wie beschrieben aufsteigen, 
eluiert und kolorimetriert nach obiger Vorschrift. 

Oxyterephthalsiure mit einem Ry-Wert von 0,025 in Propanol/Wasser kann 
gleichzeitig mit der gleichen Methodik erfaBt werden. Auf diese Weise wurde das 
Verhaltnis von PAMSA zu Oxyterephthalsaiure in Blut und Harn zu 1:0,75 bzw. 
1:1 ermittelt. PAS ]a8t sich papierchromatographisch von ihren Ausscheidungs- 
produkten, N-Acetyl-PAS und p-Aminosalicylursiure, abtrennen. Kolorimetriert 
man anschlieBend nach obiger Vorschrift, so miBt man am Pulfrich-Photometer 
bei 8 53. In Abb. 4 sind die Eichkurven von PAMSA, Oxyterephthalsiure und 
PAS aufgefiihrt. 

Ausscheidungsprodukt der PAMSA: 5x1 g PAMSA werden mit der 
Schlundsonde einem 3,2 kg schweren Kaninchen innerhalb von 3 Tagen verfiittert. 
Der Sammelharn wird filtriert und bei py 8,5 mit Ather 12 Stdn. extrahiert. Der 
Ather wird eingedampft und der Riickstand sublimiert. Man erhalt sehr wenig 
Benzoeséure vom Schmp. 120°. Alsdann wird der Urin kongosauer gemacht und 
wiederum ausgeathert. Beim Einengen des Athers erhalt man einen festen Riick- 
stand, der in 2-n.Soda gelést und mit Kohle filtriert wird. Beim Ansauern mit 
2-n.Salzsaure fallt ein schén kristallisierendes Produkt vom Schmp. 316—318° an, 
das im Mischschmelzpunkt mit Oxyterephthalsaiure keine Depression gibt. 
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Abb. 4. Eichkurven zur kolorimetrischen Bestimmung von PAMSA, PAS und 
Oxyterephthalsaure nach Kupplung mit diazotiertem p-Nitranilin. 


Ausb. 400 mg 8% d.Th.). Oxyterephthalsiure zeigt in waBriger Lésung eine 
himmelblaue Fluoreszenz. 
C,H,O; (182). Ber. C 52,75, H 3,30. Gef. C 52,51, H 3,76. 

120 mg dieser Saure, in Ather suspendiert, werden mit Diazomethan in Ather 
iibergossen. Es wird eingedampft und aus Methanol umkristallisiert. Schmp. 
90—91°. Mit Oxyterephthalsaure-dimethylester keine Depression. 

C19H,,0; (210,1). Ber. C 57,30, H 4,76; Gef. C 57,22, H 5,00. 
Aus 500ccm normalem Kaninchenharn isolierten wir etwa 4g Benzoesiure, 
wihrend aus der gleichen Menge Urin nach Verfiitterung von 5g PAMSA nur 
etwa 20 mg dieser Saure isoliert wurden. 

Verfiittert man 12 g Oxyterephthalsiure innerhalb von 3 Tagen einem Ka- 
ninchen, so kann man aus dem Harn 6 g zuriickgewinnen, wobei bemerkenswert 
erscheint, daB man keine Benzoesiure auffinden kann. 

Oxydative Desaminierung der PAMSA zu Oxyterephthalsaure 
in verschiedenen Meerschweinchen-Organen: Meerschweinchen-Leber, 
-Lunge, -Nieren und -Darm werden in Glas feinst homogenisiert, jeweils 0,5 com 
Homogenisat in 4ccm m/15-Phosphatpuffer von py 7,4 eingebracht und mit 
0,5 cem einer I-proz. PAMSA-Losung 6 Stdn. bei 37° inkubiert. Danach wird ab- 
geschleudert und im Filtrat durch Papierchromatographie und Kolorimetrie sowohl 
die Abnahme an PAMSA als die Zunahme an Oxyterephthalsiure bestimmt. Die 
Ergebnisse zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Oxydative Desaminierung der PAMSA in verschiedenen Meerschweinchen- 








Organen. 
. Gebildete 
Vorgelegte Unverinderte : 
Organ PAMSA PAMSA _ | Oxyterephthal- 
saure 
mg mg mg 
— 5,5 5,5 0 
WOATMN: ¢ «6 6% & 5,5 5,3 0,22 
Lunge 5,5 5,0 0,56 
Leber. ..... 5,5 3,5 1,88 
Mere. 6 8 ws ss 5,5 3,0 2,45 
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Bestimmung der dl 50 (nach Karber)‘: Die dl 50 der PAMSA und PAS 
wurde an 15 g schweren, weiBen Mausen ermittelt. Nach der Vororientierung an 
Einzeltieren erhielten je 5 Tiere 0,1—0,9ccm einer 10-proz. PAMSA-Lésung 
intraperitoneal injiziert. Dieselbe wurde durch Auflésen des Chlorhydrates und 
anschlieBender Abstumpfung auf py 6,8 bereitet. Ebenso kann man iiber das 
Natriumsalz lésen und auf py 7,4 einstellen. 


Fraulein E. Klinger danken wir fiir Unterstiitzung bei der Ausfiihrung der 
Tierversuche, Fraulein L. Wirth fiir die Hilfe bei der Papierchromatographie. 


Zusammenfassung 
Vom lebenden Tier (Kaninchen) und durch Homogenisate von 
Leber und Niere (Meerschweinchen) wird 4-Amino-methyl-2-oxy-benzoe- 
siure zu Oxyterephthalsiure abgebaut. 


Uber die Einwirkung von naszierender Salpetriger Séure auf ver- 
schiedene stickstoffhaltige organische Verbindungen 
(Zur van Slykeschen Aminostickstoffbestimmung) 


Von 
Martin Schenck 
Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1950) 


Im Zusammenhang mit friher mitgeteilten’, zum Teil anomalen 
Befunden bei der van Slykeschen Aminostickstoffbestimmung von 
Gallensiurederivaten mittels Salpetriger Saure (S. Sr.) sind Versuche zur 
Aufklarung des Mechanismus der anomalen Reaktionen angestellt sowie 
auch Priifungen einiger weiterer stickstoffhaltiger organischer Verbin- 
dungen mit naszierender S.Sr. vorgenommen worden. 


1. Nitrodiketotricarbonsiure C,,H,,0,,N 
(6-Nitro-biliansiure) und S.Sr. 
6-Nitro-biliansaure (I) liefert in der van Siykeschen Apparatur bei 
einer Versuchsdauer von 4 Stdn. 50 Min. ungefahr 48°, in 8 Stdn. un- 
gefihr 55% Stickstoff (1 Mol. N, pro Mol. Substanz mit 100% an- 
gesetzt). Die Stickstoffbildung ist auf die sekundire Nitrogruppe zu be- 
ziehen, denn Biliansiure selbst liefert keinen van Slyke-Stickstoff. 
Die Stickstoffbildung aus der sekundiiren Nitrogruppe diirfte sich so 


4 Karber, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 162, 480 
[1931]. 

1 M. Schenck, diese Z. 282, 91 [1947]. In der FuBnote ! auf S. 91 muB die 
Seitenzahl 90, das Jahr 1947 lauten, auch fehlt in der Strukturformel auf S. 96 
die angulare Methylgruppe an C!®, 
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vollziehen, da8 zunichst mit Salpetriger Saure normalerweise ein Pseudo- 
nitrol (— C(NO,)(NO) —) entsteht, dessen NO-Gruppe 2 Molekiile NO 
aus der Salpetrigen Siure addiert: > C[N(NO)(O - NO)](NO,), worauf 
eine Umlagerung zu einem Diazoniumnitrat erfolgt: > C(N,-O-NO,) 
(NO,); dieses gibt dann Stickstoff ab mit oder ohne Verseifung und lie- 
fert eine Hydroxyl- (> C(OH)(NO,) bzw. Nitratgruppe (> C(O-NO,) 
(NO,). Die so am C-Atom 6 gebildete Gruppierung lat dann durch 
Abspaltung von HNO, bzw. durch eine solche Abspaltung nach vor- 
hergehender Verseifung eine Ketongruppe hervorgehen. Eine Keton- 
gruppe kénnte zum Teil auch aus dem Pseudonitrol direkt durch Ab- 
gabe von 2 Molekiilen NO entstehen. Man hatte demnach bei der Ein- 
wirkung von Salpetriger Séiure auf 6-Nitro-biliansiure 6-Keto-bilian- 
siure oder, wenn die eben genannte Nitratgruppe bestindig ist, eine 
Bilianséure, die an C® diese Gruppe und eine Nitrogruppe enthalt, zu 
erwarten. Bei Versuchen, die unter etwas abgeiinderten Bedingungen 
auBerhalb der van Slykeschen Apparatur vorgenommen wurden, konnte 
indessen weder das eine noch das andere Biliansiiurederivat erhalten wer- 
den, es lieB sich aber in geringer Ausbeute eine gut kristallisierende Sub- 
stanz gewinnen, deren Analyse auf den Ausdruck C,,H,,0,N, fiihrte. Es 
sind also beim Vergleich mit der Muttersubstanz 3 Kohlenstoffatome 
verlorengegangen und 1 oder 2 Stickstoffatome aus der Salpetrigen Siure 


co 
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GOOH ‘CH-NO, 
Nitro-diketo-tricarbonsiure C,,H,,0,>N 


neu in das Molekiil eingetreten. Versuche, die Konstitution der C,,-Siure 
aufzuklaren, haben bisher zukeinem bestimmten Ergebnis gefiihrt, es soll 
deshalb Forme! II auch nur eine Méglichkeit fiir den Bau der Siure 
wiedergeben. Danach wiirden bei der Entstehung der C,,-Siure die 
C-Atome 4, 6 und 7 der C,,-Verbindung abgespalten worden und zwei 
Stickstoffatome neu in das Molekiil eingetreten sein, von denen das 
eine eine Nitrilgruppe, das andere zunichst eine tertiare Nitrogruppe 
=C(NO,) — mit Doppelbindung zwischen C8 und C® oder zwischen C8 
und C! gebildet hitte. Beim Umkristallisieren der Verbindung aus 
heiBem Wasser hiitte sich dann die tertiére Nitrogruppe unter Umwand- 
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lung der Doppelbindung in eine Briickenbindung in eine sekundire 
numgelagert, denn die C,,-Siure entfirbt Baeyers Reagens auf doppelte 
Bindungen nur langsam und 1aBt sich drei basisch titrieren, was so er- 
klirt werden kann, daB die sekundire Nitrogruppe in der aci-Form als 
dritte saure Gruppe reagiert. 

Die Herstellung der Nitrobiliansiure C,,H;,0,)N erfolgte nach den friiheren 
Angaben? mit den folgenden Abweichungen. Da der jetzt verwendete Ather mehr 
Alkohol enthielt als der seinerzeit benutzte, erhielt man zunachst beim freiwilligen 
Verdunsten der atherischen Lésung der Nitrobiliansiure iiberhaupt keine Kristalle, 
sondern nur einen Sirup. Der Ather wurde deshalb durch Ausschiitteln mit Wasser 
vom Alkohol befreit, er erwies sich danach als brauchbar; es darf aber die atherische 
Lésung der Nitrobiliansiure dann nicht wie friiher mit N a SO, getrocknet werden, 
da sich hierbei die Nitrosiure schon gréBtenteils ausscheidet. Die im Scheide- 
trichter getrennte atherische Lésung wurde deshalb direkt in eine Kristallisier- 
schale gegeben und hinterlieS beim Verdunsten eine reichliche Kristallisation, die 
Ausbeute war sogar gegeniiber der friiheren héher: Héchstausbeute 67% der ein- 
gesetzten Biliansdure gegeniiber 52° bei den friiheren Ansaitzen. — 0,4 g Nitro- 
biliansiure brachte man mit 4 ccm Eisessig und 20 ccm 23-proz. waBriger Natrium- 
nitritlésung zusammen, es entstand eine klare orangegelb gefarbte Loésung, die 
lebhaft Gas entwickelte. Nach 5 Stdn. gab man 56 ccm Wasser und tiberschiissiges 
fein gepulvertes Kochsalz hinzu; beim Schiitteln des Gemisches schied sich ein 
brauner Klumpen aus, der mit dem Glasstab geknetet und mit wenig Wasser ab- 
gespult wurde. Dann léste man ihn in einer kleinen Menge 10-proz. Natronlauge, 
sauerte die Lésung mit wenig rauchender Salzsiiure an und erzeugte hierdurch 
eine zunachst milchige, dann klumpige Ausscheidung, die beim Erhitzen (nicht 
bis zum Lésen) und Bearbeiten mit dem Glasstab kristallinisch wurde. Nadeln 
bzw. Drusen von derberen Prismen, Umkristallisieren aus wenig heiBem Wasser. 
oo Ausbeute an diesem umkristallisierten Material betrug nur wenig mehr als 

% der eingesetzten Nitrobiliansiure. Die erste Kristallisation war noch etwas 
ad gefarbt, beim weiteren Umkristallisieren aus heiSem Wasser resultierten farb- 
lose Kristalle. Trocknen bei gewohnlicher Temperatur im Vakuum iiber P,O,. 
Zers.-Pkt. unscharf etwa 230°, 


C,,H,,0,N,. Ber. C 59,98, H 6.71, N 6,67. 
Gef.? I. C 60,09, H 6,77, N 7,15; 
II. C 60,03, H 7,08, N 6,71. 

(I u. IL Praiparate verschiedener Darstellung.) 


Titration?: Subst. in heiBem Wasser geliést, Phenolphthalein, n/100-Lauge. 
C,,H,,0,N,, dreibasisch. Ber. 12,14°%, gef. 11,85°, ,,saure‘‘ Hydroxylgruppen. 
Bemerkt sei noch, daB das erhaltene Produkt mit Diphenylamin-Schwefelsaure 


keine Farbreaktion liefert. 


2. Nitroketolactamtricarbonsiure C,,H;,0,,.N, und S.Sr. 


Die Nitroketolactamtricarbonsiiure C,,H,,0,,.N, unterscheidet sich 
von 6-Nitro-biliansiure nur dadurch, da8 sie an Stelle des Ketoringes C 
den Lactamring C (III) enthilt, die Stellung der NH- und der CO- 
Gruppe in diesem Ring ist hypothetisch, gegebenenfalls miiBten die 
beiden Gruppen ihre Pliitze tauschen. In der van Slykeschen Apparatur 
liefert die Siure C,,H,,0,,.N, in 3 Stdn. rund 92°, Stickstoff (Berech- 
nung wie oben unter 1.), davon entfallen rund 89°% auf die sekundiire 


2M. Schenck, diese Z. 242, 81 [1936]; 244, 245 [1936]. 
% Mikroanalyse R. Martin, Leipzig. 
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Nitrogruppe, denn die Ketolactamtricarbonsiiure C,,H,;0,N, die von 
der Siure C,,H,,0,,N, nur dadurch verschieden ist, daB sie an Stelle 
der NO,-Gruppe ein H-Atom enthalt, gibt in 6 Stdn. nur eine sehr kleine 
Menge van Slyke-Stickstoff (3%), die wohl auf eine geringfiigige Auf- 
spaltung des Lactamringes zu beziehen ist. Bei der Einwirkung von 
Salpetriger Siure auf die Nitrosiure C,,H;,0,,N, hatte man ganz ent- 
sprechend dem oben unter 1. fiir die Nitrosiure C,,H;,0,,.N Gesagten 
eine 6.7-Diketo-lactamtricarbonsiiure erwarten sollen, u. U. auch eine 
7-Keto-lactamtricarbonsaure, die am Kohlenstoffatom 6 eine Nitrat- und 
eine Nitrogruppe aufweist. Es lieB sich aber auch hier weder die eine 
noch die andere Saure erhalten, vielmehr wurde auch hier eine um 3 C- 
Atome armere Substanz von der Formel C,,H,,0,N; in gut kristalli- 


NH-—-CO 
m CH 
e |} } C:H,,-COOH 
CH CH 
a 


Nitro-keto-lactam-tricarbonsiiure C,,H3,0,)N, 


sierter Form isoliert; diese Substanz unterscheidet sich von der unter 1. 
erwihnten Siure C,,H,,0;N, offenbar nur dadurch, daB sie an Stelle 
des Ketoringes C den Lactamring C enthalt, ein Unterschied, der also 
ganz dem entspricht, der zwischen den Ausgangssiuren C,,H;,0,.N, 
und C,,H330,,N besteht. Auch die Saiure C,,H,,0,N, entfirbt Baeyers 
Reagens auf doppelte Bindungen nur langsam und auch sie 1aBt sich 
dreibasisch titrieren und gibt mit Diphenylamin-Schwefelsiure keine 
Farbreaktion. Uber die Konstitution der Siure hat sich bisher nichts 
Besti1amtes er:nitteln lassen, es kann aber fiir ihren Bau dieselbe Még- 
lichkeit angenommen werden wie fiir den der Siure C,,H,,0,N, und es 
gilt deshalb alles, was oben unter 1. fiir diese Siéure gesagt wurde, auch 
fiir die Verbindung C,,H,,0,N;, nur mit dem Unterschied, da8 die 
letztere eben an Stelle des Ketoringes den Lactamring enthiilt. 

Die Bereitung der Nitroketolactam-tricarbonsaure C,,H;,0,)N. geschah durch 
Nitrieren der entsprechenden Ketosiure C,,H,,0,N, mittels 65-proz. Salpeterséure 
nach der friiher gegebenen Vorschrift*. — Die Saure C,,H,,0,N, wurde in der 
gleichen Weise wie die Verbindung C,,H,,0,N, hergestellt. 0,4 g der Nitroséure 
C,4H,,0,,.N, brachte man mit 4 ccm Kisessig und 20ccm 23-proz. waBriger 
Natriumnitritlésung zusammen und iiberlieB die klar gewordene Fliissigkeit 4 Stdn. 
sich selbst. Dann gab man 56 ccm Wasser und iiberschiissiges gepulvertes Kochsalz 
hinzu; das auf diese Weise ausgesalzene gelbe Reaktionsprodukt wurde nach 
24 Stdn. abgesaugt (Filtrat F), mit wenig Wasser gewaschen und aus Wasser um- 
kristallisiert. Ausbeute an dieser noch gelb gefarbten Kristallisation: 219% der ein- 
gesetzten Nitrosiure. Nach wiederholtem Umkristallisieren aus hei8em Wasser war 
das Material farblos, Tafeln bzw. flache Prismen. Filtrat F + Waschwasser gaben 


4M. Schenck, diese Z. 287, 111 [1935]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 286 19 




















974 Martin Schenck, Bd. 286 (1950) 
beim Stehenlassen eine weitere Ausscheidung, die schon nach dem ersten Um- 
kristallisieren aus Wasser farblos war und danach 10°/ der eingesetzten Nitrosiure 
ausmachte, Kristallform wie oben; die Gesamtausbeute an einmal umkristal- 
lisiertem Material betrug demnach 31°%. Die Verbindung C,,H,.0,N;, zersetzt sich 
unscharf bei etwa. 198°. Trocknen bei gewéhnlicher Temperatur im Vakuum 
iiber P,O,. 
C,,H..0,N,. Ber. C 57,91, H 6,71, N 9,65. 
Gef.3 I. C 57,61, H 7,51, N 9,89. 
II. C 57,94, H 6,91, N 9,62. 
(I u. II Praparate verschiedener Darstellung.) 
Titration®: Subst. in heiSem Wasser geliést, Phenolphthalein, »/100-Lauge. 
C,,H90,N;, dreibasisch. Ber. 11,72, gef. 11,0994 ,,saure“ Hydroxylgruppen. 





3. 3-Nitro-d-campher, C,,H,;0,N (iV), und S.Sr. 

Der verwendete Nitrocampher war durch dankenswerte Vermittlung von 
Hrn. Prof. W. Treibs im Praktikum des hiesigen Chemischen Instituts aus Japan- 
campher hergestellt worden; das Praparat lag in Gestalt eines sehr zahfliissigen, 
etwas braungefarbten Liquidums vor, das sich aber fiir die beabsichtigten Zwecke 
als geniigend rein erwies. Mit naszierender Salpetriger Saure (Eisessig und Nitrit) 
gab der Nitrocampher ein relativ bestiindiges Pseudonitrol, eine Stickstoffent- 
wicklung fand nicht (oder nur in minimalem Umfang) statt. Beim Erhitzen zer- 
setzte sich das Pseudonitrol unter Abspaltung eines Gases (anscheinend NO) in 
Campherchinon C,)H,,0,. Bildung und Zersetzung des Pseudonitrols entsprechen 
ganz den Angaben von Lowry’®, der gefunden hatte, daB beim Versetzen einer 
nitrithaltigen Losung des Kaliumsalzes der aci-Form des Nitrocamphers 
(— C(:NO,H)-CO —) mit verdiinnter Schwefelsiiure ein Pseudonitrol entsteht, 
das sich beim Erwarmen unter Gasentwicklung (2 NO) in Campherchinon iiber- 
fiihren 1a8t. — DaB der Nitrocampher mit naszierender Salpetriger Siure keinen 
(oder nur auBerst wenig) Stickstoff entwickelt im Gegensatz zu den ahnlich ge- 
bauten Gallenséurederivaten I und III, ist auffallend, kann aber wohl seine Er- 
klarung finden in dem Fehlen des aktivierenden Hinflusses der zur Stickstoff- 
gruppe f-standigen Carboxylgruppe der Gallensiurederivate, vielleicht spielen da- 
bei aber auch die verschiedene Ringweite und der ganze Molekiilbau eine Rolle. — 
Es wurde oben (unter 1.) die Méglichkeit angedeutet, daB das aus Nitrobiliansiure 


 —— a H,C CH, 
| CH, CH, 
IV aC -)-OH, Vv BO-0~—C-CR, 
CH, CH, 
0,N-CH--—CO HO -N:C—O—CO 


3-Nitro-campher C,)H,,O,N Camphoryloxim C,)H,;0,N 
sich bildende Pseudonitrol auch unter Abspaltung von 2 Molekiilen NO 6-Keto- 
bilianséure liefern kénnte, eine Annahme, die auch durch die Gegenwart des 
aktivierenden #-staéndigen Carboxyls als zulissig erscheinen kann im Gegensatz 
zum Campherpseudonitrol, dem das Carboxy] fehlt und das erst beim Erhitzen 
durch Abspaltung von 2 NO Campherchinon entstehen 1aBt. 


4. Camphoryloxim, C,,H,;0,N (V), und S.Sr. 
Die Nitroketolactamtricarbonséure C,,H,,0,,N, (IL) laBt sich durch heiBe 
starke Schwefelsiure in eine isomere Verbindung umlagern®, die sich sehr wahr- 
scheinlich nur dadurch von der Ausgangssdure unterscheidet, daB sie an Stelle 


5 M. Lowry, J. chem. Soc. [London] 75, 230 [1899]. 
6 M. Schenck u. H. Kirchhof, diese Z. 189, 95 [1930]; 191, 96 [1930]. 
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der Gruppierung: — CH(NO,)-CO— in Ring B_ (vgl.1) die Gruppierung: 
—C(:NOH)-0-CO— (,,Oximform‘) bzw. —CO-N(OH)-CO— (,,Oximidform‘‘) auf- 
weist. Das Umlagerungsprodukt wiirde sich damit hinsichtlich seiner Kon- 
stitution dem Camphoryloxim (,,Camphonitrophenol‘‘) V an die Seite stellen’; 
auch V enthalt u. U. die Gruppierung: — CO.N(OH).CO —. — Es ist auch 
versucht worden, die Nitrodiketotricarbonsaéure (Nitrobiliansiure) I mit heiBer 
Schwefelsiure oder Salzsiure umzulagern, um so ein der aus der Nitrolactam- 
tricarbonsiure erhaltlichen Verbindung analoges Produkt zu gewinnen. Unter ver- 
schiedenen Bedingungen angestellte Versuche ergaben aber, daB der erwartete Stoff 
zwar entsteht (violettrote Eisenreaktion!), aber nur in sehr geringer Menge, wihrend 
das Hauptprodukt der Reaktion eine Verbindung von noch unbekannter Kon- 
stitution ist. 

Das Umlagerungspredukt C,,H,,0,)N, liefert in der van Slykeschen Ap- 
paratur reichlich Stickstoff, in 3 Stdn. etwa 78% (Berechnung wie oben), davon 
entfallen auf den Lactamring héchstens 3%, (vg. oben unter 2., 6 Stdn. Versuchs- 
dauer), so daB rund 75% auf die umgelagerte Stickstoffgruppe des Ringes B 
kommen. Die Stickstoffbildung kann am einfachsten erklart werden, wenn man fiir 
die umgelagerte Gruppe die ,,Oximform‘‘ annimmt; es wiirde diese dann unter 
Verschiebung der Doppelbindung (—(HOOC)C = C(NH- OH)-O-CO—-) so rea- 
gieren, da mit 2 Mol. Salpetriger Saéure ein Zwischenprodukt (— (HOOC)C 
= C(N[NO]-0-NO)-O-CO—) entsteht, das sich zu einem labilen Di- 
azoniumnitrat (— (HOOC)C:C(N[: N]-O-NO,)-O-CO—) umlagert, worauf 
dieses den oben (unter 1.) skizzierten Zerfall erleidet. Das Zwischenprodukt 
kénnte auch so sich bilden, daB zunichst durch die oxydierende Wirkung der 
Salpetrigen Siure die Oximgruppe in eine Nitrosogruppe mit benachbarter Doppel- 
bindung umgewandelt wird: —(HOOC)C:C(NO)- O.CO— und diese Nitroso- 
gruppe dann 2 aus dem Zerfall der Salpetrigen Siure hervorgehende NO-Molekiile 
addiert. (Die zur Oxydation dienende Salpetrige Saure wiirde dabei vielleicht in 
Nitroxyl (O:NH) iibergehen, das in einer dimeren Form (H,O,N,) in Stick- 
oxydul und Wasser zerfallen kénnte.) Auf die eine oder andere Weise ware 
schlieBlich aus der ,,Oximform‘ die Gruppierung: — (HOOC)CH-CO-0-CO— 
zu erwarten, u. U. aber auch die Anordnung: — (HOOC)C:C(O-NO,)-O 
— CO — (vgl. unter 1.). Es ist wiederholt unter verschiedenen Bedingungen ver- 
sucht worden, ein unter der Einwirkung naszierender S.Sr. aus der umgelagerten 
Verbindung C,,H,,0,)N, entstehendes Reaktionsprodukt zu isolieren, es hat sich 
aber bis jetzt ein solches Produkt nicht in geniigender Reinheit und Menge ge- 
winnen lassen 


Man konnte nach dem oben Gesagten erwarten, dafs das Camphoryl- 
oxim V mit S.Sr. van Slyke-Stickstoff liefern wiirde. Zur Priifung 
dieser Annahme wurde der unter 3. erwiihnte Nitrocampher nach 
Lowry® durch Kochen mit Salzsiiure in Camphoryloxim umgelagert, 
das kristallisiert, wenn auch nicht ganz farblos erhalten wurde. Dieses 
Camphoryloxim gab iiberraschenderweise mit Eisessig und Nitrit (auBer- 
halb der van Slykeschen Apparatur) keinen oder so gut wie keinen 
Stickstoff (Versuchsdauer 3'/, Stdn.), blieb vielmehr im wesentlichen 
unveriindert. Auch hier erklirt sich dieses im Vergleich mit dem Gallen- 
siiurederivat (Umlagerungsprodukt) C,,H.,0,,N, abweichende Verhalten 
wohl durch das Fehlen der zur Stickstoffgruppe B-stiindigen Carboxy]- 
gruppe bei dem Campherderivat bzw. vielleicht auch durch die anderen 
unter 3. erwihnten Unterschiede (Ringweite und Gesamtmolekiilbau). 

7M. Schenck, diese Z. 248, 174 [1937]. . 

8 M. Lowry, J. chem, Soc. [London] 48, 1002 [1898]. 
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Noch bei einer anderen Reaktion verhielt sich Camphoryloxim be- 
merkenswerterweise nicht so wie das Umlagerungsprodukt C,,H;,0,,N,: 
waihrend dieses, wie friither mitgeteilt®, mit alkalischer Permanganat- 
lésung lebhaft Gas entwickelt, das im wesentlichen aus Stickstoff be- 
steht, der in einfacher Weise leicht in einem Girréhrchen nachgewiesen 
werden kann, gab Camphoryloxim bei einem unter gleichen Bedingungen 
angestellten Garréhrchenversuch gar kein Gas. Bereits Lowry?® gibt an, 
da8 Camphoryloxim Kaliumpermanganat nicht entfirbt (was in dem 
Zusammenhang wohl heiBen soll: nicht sofort entfiirbt). Wurde nun aber 
Camphoryloxim mit 10-proz. Natronlauge 5 Min. im Wasserbad erhitzt, 
die erkaltete Lésung dann in ein Garréhrchen gebracht und durch den 
offenen Schenkel des Réhrchens feingepulvertes Kaliumpermanganat 
hinzugegeben, so erfolgte lebhafte Gasentwicklung und es lieB sich das 
Gas als ein Gemisch von Stickstoff und Stickoxydul erkennen, da beim 
Ersatz der alkalischen Permanganatlésung durch reines Wasser ein Teil 
des Gases absorbiert wurde. Die aus dem Réhrchen herauspipettierte 
mangansuperoxydhydrathaltige Permanganatlésung klarte und entfirbte 
man mit Natriumbisulfit und verdiinnter Schwefelsiiure und engte die 
farblose Lésung auf dem Dampfbad ein, bis eine feinkristallinische Aus- 
scheidung erfolgte. Diese wurde zweimal aus Wasser umkristallisiert: 
Es resultierten farblose tafelférmige Kristalle, die sich als Campher- 
siure C,H,,(COOH), erwiesen (Schmp. 187°). Camphoryloxim gibt also 
nach dem Erwiirmen mit Natronlauge die allgemeine Reaktion der 
Hydroxamsiuren mit alkalischer KMnO,-Lésung™: Oxydation der 
Hydroxamsiiuregruppe zur Carboxylgruppe, die sich teilweise unter 
Gasentwicklung vollzieht, wobei das Gas aus einem Gemisch von 
Stickstoff und Stickoxydul besteht in je nach Art der Hydroxamsaure 
wechselndem Verhiltnis. Durch die heiBe Lauge wird eben die anhydrid- 
artige Vereinigung der Hydroxamsiiuregruppe mit der Carboxylgruppe 
im Camphoryloxim gelést und es entsteht eine freie Hydroxamsiure 
bzw. ihr Natriumsalz. Bei dem Umlagerungsprodukt C,,H.,0,,N, er- 
folgt die Aufspaltung des Anhydridringes durch Natronlauge bereits bei 
gewohnlicher Temperatur, es ist aber auch méglich, da hier das An- 
hydrid als solches infolge seiner groBen Reaktionsfahigkeit (vgl. oben) 
die Permanganatreaktion der Hydroxamsiuren gibt. 

Zur Priifung des Verhaltens des aufgespaltenen Camphoryloxims 
gegen naszierende S.Sr. erhitzte man eine Probe des Camphoryloxims 
mit 10-proz. Natronlauge 5 Min. im Wasserbad, siuerte nach dem Er- 
kalten die Lésung unter Abkiihlen mit Salzsiiure an und schiittelte sie 
mit Ather zweimal aus. Die vereinigten Atherausziige filtrierte man durch 
Natriumsulfat und tiberlieB sie der freiwilligen Verdunstung, Anwendung 
von Wirme ist zu vermeiden, weil sich sonst der Anhydridring wieder 


® M. Schenck, diese Z. 258, 251 [1938]; M. Schenck u. L. Wolf, Ber. dtsch. 
chem. Ges. 78, 25 [1940]. 
10 J. c.8, S. 1000. 
11 M. Schenck, diese Z. 262, 51 [1939]; M. Schenck u. L. Wolf, 1. ¢.°. 
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herstellen kann. Den Verdunstungsriickstand léste man in wenig Eisessig, 
gab die 5-fache Volummenge 23-proz. Natriumnitritlésung hinzu, schiit- 
telte die Fliissigkeit wiederholt und zog sie nach 30 Min. dauernder 
Reaktionszeit dreimal mit Ather aus. Nach freiwilliger Verdunstung des 
Athers schieden sich aus dem mitausgezogenen Eisessig Kristalle aus, die 
auf Filtrierpapier gestrichen, abgepreBt und aus Wasser umkristallisiert 
wurden: farblose Tafeln, die aus Camphersiiure bestanden (Schmp. 
187°). In der van Slykeschen Apparatur ist das aufgespaltene Cam- 
phoryloxim nicht gepriift worden, da das zur Verfiigung stehende 
Material aufgebraucht war. Es diirfte aber die aus Camphoryloxim her- 
gestellte freie Hydroxamsiiure (Hydroximsiiure) wie andere Hydroxam- 
bzw. Hydroximsiiuren!® unter der Einwirkung von naszierender S. Sr. 
nur wenig Stickstoff, im wesentlichen Stickoxydul (das aber u. U. 
in einer Pernitrosogruppe gebunden bleiben kann) liefern. Das Um- 
lagerungspredukt C,,H;,0,,N, gibt, wie oben schon erwahnt, im 
van Slykeschen Apparat viel Stickstoff, es reagiert also wohl als solches 
und nicht nach Aufspaltung des Anhydridringes als freie Hydroxam- 
siiure. — In diesem Zusammenhang sei mitgeteilt, daB versucht wurde, 
aus der genannten Verbindung C,,H,,0,,N, durch Erwirmen mit Natron- 
lauge die entsprechende freie Hydroxamsiiure herzustellen, beim An- 
siuern der erkalteten Lésung schied sich aber immer infolge wieder- 
eintretenden Ringschlusses der anhydridartige Kérper aus. 


5. Dioxim der 6-Nitro-biliansiure und S.Sr. 

Bilianséure, C,,H,,0, (Formel wie I, nur an Stelle der NO.-Gruppe 
ein H-Atom), liefert beim Oximieren ein Dioxim, das in der van Slyke- 
schen Apparatur reichlich Stickstoff entwickelt, in 6 Stdn. rund 104% 
(1 Mol. N, pro Mol. Substanz = 100%)#%. Die Hauptmenge des Gases 
entfallt dabei auf die 7-stindige Ketoximgruppe, die in Nachbarschaft 
zu tertifir ecbundenem Wasserstoff steht, denn das 7-Monoxim der 
Biliansiure gibt unter gleichen Bedingungen 80% Stickstoff'*. Die Stick- 
stoffbildung ist so zu erkliren, dai die 7-Ketoximgruppe unter Mit- 
beteiligung des benachbarten aktiven tertiiiren Wasserstoffs in die 
Pseudoform (> C= C(NH-OH) —) iibergeht oder zu einer Nitroso- 
gruppe mit benachbarter Doppelbindung (> C = C(NO) —) oxydiert 
wird, worauf dann die Pseudoform bzw. die Nitrosogruppe ein leicht 
zersetzliches Diazoniumnitrat liefert (vgl. oben unter 4.). Dieses gibt 
Stickstoff ab mit oder ohne Verseifung (vgl. oben unter 1.), im ersteren 
Falle entsteht dabei ein Enol bzw. ein Keton, im letzteren ein Enolnitrat 
(> C= C(O-NO,) —), wie denn solche 7-Enolnitrate der Gallensiiure- 
reihe, wenn auch nicht in reiner Form, mehrfach isoliert werden konnten”. 
Zu einem kleinen Teil diirfte die 7-Ketoximgruppe aber eine Pernitroso- 


12M. Schenck u. J. Reschke, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 200 [1940]. 
13 M. Schenck, diese Z. 248, 181 [1937]. 

14M. Schenck u. J. Reschke, diese Z. 268, 273 [1941]. 

15 M. Schenck, diese Z. 282, 88 [1947]. 
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gruppe (> CH — C(:N,0,) —) bilden, die dann u. U. unter Abspaltung 
von Stickoxydul in eine Ketongruppe iibergeht. In einem Fall ist auch 
bei einem Gallensiiurederivat mit 7-stiindiger Ketoximgruppe das Auf- 
treten einer Pernitrosoverbindung festgestellt worden’. — Im Gegensatz 
zur 7-Ketoximgruppe liefert die 12-stiindige in Nachbarschaft eines 
quartiren C-Atoms befindliche Ketoximgruppe mit 8. Sr. in der Haupt- 
sache Stickoxydul aus intermediir entstandener Pernitrosogruppe 
(12-Pernitrosoverbindungen der Gallensiurereihe sind mehrfach erhalten 
worden", vgl. auch unten: Pernitrosociliansiiure) und wenig Stickstoff, 
dessen Bildung wie bei der 7-stiindigen Ketoximgruppe zu erkliren ist, 
die Doppelbindung mii®te dann zwischen C” und C"! angenommen 
werden. Auf die 12-Ketoximgruppe des Biliansiiuredioxims entfallen 
etwa 24%, Stickstoff (104—80 vgl. oben). — Nitrobiliansiure (I) gibt, 
wie unter 1. schon erwahnt wurde, in 4 Stdn. 50 Min. ungefiihr 48%, 
in 8 Stdn. 55°, Stickstoff, fiir 6-stdg. Versuchsdauer kénnen also etwa 
51% Stickstoff angenommen werden. Fiir das Dioxim der 6-Nitro-bilian- 
siure kénnte man somit im 6-Stdn.-Versuch etwa 155°% Stickstoff 
(51+80+24) erwarten. 

Das Dioxim der Nitrobiliansiure (Formel wie I, nur an Stelle der 
beiden CO-Gruppen Ketoximgruppen) ist friiher beschrieben worden", 
es wurde jetzt von neuem hergestellt und im van Slykeschen Apparat 
gepriift. Die Priifung im 6-Stdn.-Versuch ergab eine groBe Stickstoff- 
menge: 123%, wenn auch der erwartete Wert von 155 nicht erreicht 
wurde. Es macht den Eindruck, als ob die beiden benachbarten Gruppen, 
die 6-stindige sekundiire Nitrogruppe und die 7-stiindige Ketoxim- 
gruppe, sich in ihrer Reaktionsfihigkeit hinsichtlich Stickstoffentwick- 
lung, die eine die andere oder umgekehrt oder beide gegenseitig, bis zu 
einem gewissen Grade hemmen. 

Biliansiure-dioxim liefert mit starker Salpetersiiure (D 1.4) bei 
gew. Temp. die hellblau gefiirbte 7-Nitroso-biliensiure, d.h. es wird die 
7-Oximinogruppe zur Nitrosogruppe mit benachbarter Doppelbindung 
zwischen C* und C8 (> C == C(NO) —) oxydiert, wihrend die 12-stindige 
Ketoximgruppe ihren Stickstoff verliert und in eine Ketongruppe iiber- 
geht. Entsprechende ungesiittigte Nitrosoverbindungen sind wiederholt 
auch aus anderen Gallensiiurederivaten mit 7-staéndiger Ketoximgruppe 
gewonnen worden und geben in der van Sl ykeschen Apparatur Stick- 
stoffmengen in etwa der gleichen GréSenordnung wie die Oximino- 
derivate. Es besteht auch die Méglichkeit, daB bei der Einwirkung von 
naszierender §.Sr. auf 7-Oximinoderivate die ungesittigten Nitroso- 
k6rper als erste Reaktionsprodukte voriibergehend gebildet werden (vgl. 
oben); wenigstens ist in einem Fall bei der Einwirkung von S.Sr. auf 
eine 7-Oximinoverbindung das voriibergehende Auftreten von blauen 
Kristallen beobachtet worden, in denen offenbar das entsprechende un- 
gesiittigte 7-Nitrosoprodukt vorlag!’. — Nach dem Gesagten war zu er- 


16 M, Schenck, diese Z. 251, 38 [1938]. 
17M. Schenck, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 502 [1944]. 
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warten, da das Dioxim der 6-Nitro-biliansiiure mit Salpetersiure (D 1.4) 
von Raumtemperatur 6-Nitro-7-nitroso-biliensiure (mit Doppelbindung 
zwischen C? und C8) liefern wiirde. In der Tat erhielt man aus dem 
Dioxim unter den genannten Bedingungen eine mattgriin gefiirbte Ver- 
bindung, die im Gegensatz zur Ausgangssubstanz mit Diphenylamin- 
Schwefelsiiure eine intensive Blaufiirbung gab, also zweifellos eine 
Nitrosoverbindung darstellte. Es bestand die Absicht, auch diesen 
Nitrosokérper nach van Slyke zu priifen, das Produkt konnte aber 
nicht geniigend rein gewonnen werden, die weitere Untersuchung ist 
daher unterblieben. 


6. Oxim der Nitroketolactamtricarbonsiure 
C,,H;,0,,.N, und S.Sr. 

Die 7-Oximino-nitrolactamtricarbonsiure C,,H;,0,,N; wurde, wie 
friiher beschrieben", hergestellt, um in der van Slykeschen Apparatur 
sowie auch mit Salpetersiiure (D 1.4) gepriift zu werden. Die Nitro- 
ketolactamtricarbonsiiure C,,H3,0,,N, (III) liefert, wie bereits oben 
(unter 2.) erwihnt, in 3 Stdn. etwa 92% van-Slyke-Stickstoff; fiir 
die 7-stindige Ketoximgruppe kénnen im 6-Stdn.-Versuch 80% an- 
genommen werden (vgl. oben unter 5.), im 3-Stdn.-Versuch etwa 75%, 
denn Biliansiure-dioxim gibt, wie neuerdings festgestellt wurde, im 
van Slykeschen Apparat in 3 Stdn. 98% Stickstoff, wovon 75% auf 
die 7-stiindige, 23°% auf die 12-standige Ketoximgruppe entfallen diirften. 
Von der 7-Oximino-nitrolactamtricarbonsiure C,,H,;0,,N; waren also 
im 3-stdg. van Slyke-Versuch etwa 167% (92 + 75) Stickstoff zu er- 
warten. Die Priifung ergab indessen nur 103°, also nur eine geringe 
Steigerung des Stickstoffwertes der Siiure III; der Grund hierfiir mag 
der gleiche sein, wie er oben (unter 5.) fiir das Dioxim der Nitrobilian- 
siure angedeutet wurde, nur ist die vermutete Hemmung in Vers. 6 
wesentlich stiarker als in Vers. 5. — Auch das Oxim der Nitroketolactam- 
tricarbonsiiure sollte mit Salpetersiiure (D 1.4) von Raumtemperatur 
eine ungesiittigte Nitrosoverbindung (NO-Gruppe an C’, Doppelbindung 
zwischen C? und C8) geben, tatsichlich erhielt man auch hier ein matt- 
griin gefirbtes Produkt, das im Gegensatz zur Muttersubstanz mit 
Diphenylamin-Schwefelsiure eine intensive Blaufiirbung lieferte und sich 
hierdurch als ein Nitrosokérper charakterisierte. Das Produkt ist aber 
ebensowenig wie die unter 5. erwihnte Nitrosoverbindung geniigend rein 
gewonnen worden, weshalb auch hier eine weitere Untersuchung nicht 
stattfand. 


7. Ciliansiure-oxim und S§.Sr, 


Gallensiurederivate mit 12-stindiger Ketoximgruppe geben, wie be- 
reits oben erwahnt wurde, mit naszierender S.Sr. nur wenig Stickstoff, 
aber viel Stickoxydul. Das Stickoxydul entstammt dabei einer inter- 
mediir gebildeten Pernitrosoverbindung, die auch u. U. bestiandig sein 
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kann; solche Pernitrosoverbindungen sind, worauf ebenfalls schon hin- 
gewiesen wurde, unter geeigneteri Bedingungen schon mehrfach erhalten 
worden. Es ist jetzt noch eine Siure mit 12-staindiger Ketoximgruppe 
mit S.Sr. gepriift worden, nimlich das Oxim der Ciliansiiure C,,H;,0,, 
(VI). Das Oxim wurde nach den friiher gemachten Angaben!® bereitet 
CO 

7. \, As 
cH, = 

vi 
| cx, COOH 

CH 

Seon, 24 ; 

ra Sa 7 


H, C cH 


COOH CH——C—OH 


Coon COOH 
Giliansiure C,,H,,0,, 


mit der Abweichung, da8 die vereinigten Atherausziige nach dem Trock- 
nen mit Natriumsulfat der freiwilligen Verdunstung bei Raumtemperatur, 
zuletzt im Vakuum, iiberlassen wurden; die auf diese Weise zur Trockne 
gebrachte amorphe, aber schneeweiBe Substanz wurde fiir die Versuche 
verwendet. In der van Slykeschen Apparatur lieferte das Oxim in 
6 Stdn. nur 8% Stickstoff (Berechnung wie oben), Ciliansiure selbst 
gab unter den gleichen Bedingungen gar keinen Stickstoff. 


Herstellung der Pernitrosociliansaiure (Formel wie VI, aber an Stelle der 
12-standigen Ketongruppe die Gruppe: > C(:N,0,)): 0,4g Oxim brachte man 
_ mit 4ccm Eisessig und 20 ccm 23-proz. Natriumnitritlésung zusammen; die ent- 
standene Lésung begann nach 15 Min. eine gallertige Masse auszuscheiden, nach 
insgesamt 30 Min. gab man 96 ccm Wasser und 29g feingepulvertes Kochsalz 
hinzu. Nachdem das Natriumchlorid in Lésung gegangen war, wurde die Aus- 
scheidung, in der anscheinend ein saures Natriumsalz der Pernitrosociliansiure 
vorlag, abgesaugt und mit gesittigter Kochsalzlésung gewaschen. Den Filter- 
riickstand rieb man im Porzellanmoérser mit 20 ccm 10-proz. Salzsiure an, dabei 
wurde er zucrst zih lederartig, dann aber in seiner Gesamtheit kristallinisch: farb- 
lose Nadeln, die scharf abgesaugt, ohne Nachwaschen, und im Vakuumexsikkator 
getrocknet und von Chlorwasserstoff befreit wurden. Ausb.: 0,24g. Der Zer- 
setzungspunkt der Nadeln lag unscharf bei 183°. Auf Versuche, die Substanz um- 
zukristallisieren, wurde verzichtet, da nach friiheren Erfahrungen Pernitroso- 
verbindungen aus der Gallensiurereihe leicht zersetzlich sind. — Eine Probe des 
erhaltenen Stoffes wurde in einem Garrohrchen mit 10-proz. waBriger Natronlauge 
zusammengebracht: es entwickelte sich eine reichliche Menge eines farblosen Gases, 
das sich als wasserléslich erwies, demnach aus Stickoxydul bestehen muBte. Die 
Gasentwicklung mit Natronlauge entspricht dem Verhalten der anderen friiher 
hergestellten Pernitrosoverbindungen der Gallensaiurereihe. Eine andere Probe der 
gewonnenen Substanz wurde in Natronlauge gelést und die Liésung nach Be- 
endigung der Gasentwicklung mit Salzsiure angesiuert: gallertige farblose Aus- 


18 M. Schenck, diese Z. 107, 152 [1919]. 
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scheidung, die beim Stehenlassen kristallinisch wurde und als Ciliansiure charak- 
terisiert werden konnte. Nach-dem Umfang der Gasentwicklung im Garréhrchen 
zu urteilen diirfte das aus dem Oxim mit S.Sr. erhaltene Produkt im wesentlichen 
aus Pernitrosociliansiure bestanden haben. 


8. Isonitrosocampher und §.Sr. 


Auch den Isonitrosocampher (Formel wie IV, aber an Stelle der 
sekundiren Nitrogruppe: > CH(NO,) die Ketoximgruppe: > C:NOH) 
verdanke ich, wie den Nitrocampher, Hrn. Prof. W.Treibs, der das 
Praiparat im Praktikum des hiesigen Chemischen Instituts herstellen 
lieB. Nach Angaben des Schrifttums geht Isonitrosocampher mit S. Sr. 
unter N O-Entwicklung (von Stickstoff ist nirgends die Rede) in Campher- 
chinon C,H, ,(CO), (Formel wie IV, aber an Stelle der sekundiren Nitro- 
gruppe eine CO-Gruppe) iiber. Es war zu erwarten, da8 Isonitroso- 
campher unter den Bedingungen des van Slykeschen Versuchs neben 
Stickoxydul, das hier absorbiert wird, eine gréBere Menge von Stickstoff 
liefern wiirde, da die Ketoximgruppe des Isonitrosocamphers wie die 
7-standige Ketoximgruppe der Gallensiurederivate in Nachbarschaft zu 
aktivem tertiiir gebundenen Wasserstoff sich befindet. In der Tat er- 
gaben zwei Versuche, die mit dem Priiparat in der van Slykeschen 
Apparatur angestellt wurden, rund 64 bzw. 67% Stickstoff (1 Mol. N, 
pro Mol. Subst. = 100%), die Versuchsdauer betrug im ersten Fall 3'/,, 
im zweiten 4 Stdn. In den Versuchen zeigte der Inhalt des Reaktions- 
gefaBes eine deutlich gelbe Farbe, entsprechend dem bei der Zersetzung 
des Isonitrosocamphers entstandenen Campherchinon. 


9. Succindialdoxim und S.Sr. 


Ketoxime der Gallensiurereihe geben nach dem oben Gesagten mit 
naszierender §8.Sr. ein Gemisch von Stickstoff und Stickoxydul, wobei 
je nach der Stellung der Ketoximgruppe im Molekiil das eine oder andere 
Gas stark vorherrschend ist bzw. Stickoxydul auch in Pernitroso- 
verbindungen gebunden bleiben kann. Es war von Interesse, auch das 
Verhalten von Stoffen, die eine Aldoximgruppe: — CH(:NOH) ent- 
halten, unter den Bedingungen des van Slykeschen Versuchs zu priifen. 
Als eine solche Verbindung wurde das zwei Aldoximgruppen aufweisende 
Succindialdoxim, (HON :)CH -CH,-CH,-CH(:NOH), gewahlt, und zwar 
aus zwei Griinden, einmal weil mir eine gewisse Menge dieses Stoffes 
zur Verfiigung stand (das Priiparat war vor einer Reihe von Jahren von 
meinem damaligen Mitarbeiter Dr. Henry Kirchhof aus Pyrrol und 
Hydroxylaminhydrochlorid nach Willstaitter und Heubner zu an- 
deren Zwecken hergestellt worden) und sodann weil iiber das Verhalten 
des Dialdoxims gegeniiber Salpetrigsiiuregas (aus Arsenik und Salpeter- 
siure entwickelt) bzw. gegeniiber Athylnitrit und Eisessig Angaben im 
Schrifttum vorliegen!®. Das Dialdoxim wird unter diesen Bedingungen 


19 C, Harries, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 1494 [1901]; 35, 1183 [1902]. 
Hoppe-Sey lers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 286 20 
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unter Entwicklung von Stickoxydul in Succindialdehyd tibergefiihrt nach 
dem Schema: 
HO-N:CH-CH,-CH,-CH:N-OH + 2HNO, 

— O:CH-CH,:CH,-CH:0 + 2N,0 + 2H,0. 

Von einer Zersetzung des Dialdoxims unter Entwicklung von Stick- 
stoff wird an der angefiihrten Stelle nichts erwihnt; bei zu langer Be- 
handlung des Dialdoxims mit den nitrosen Dimpfen kommt es auf 
oxydativem Wege zur Bildung von Bernsteinsiure*®. — Es war zu er- 
warten, daB unter den Bedingungen des van Slykeschen Versuchs das 
Dialdoxim unter Entwicklung von Stickoxy -dul, das wohl einer inter- 
mediar gebildeten labilen Pernitrosoverbindung entstammt und in dem 
Versuch infolge Absorption nicht nachweisbar ist, zersetzt wiirde. Es 
bestand aber auch die Méglichkeit, daB die Zersetzung des Dialdoxims 
in gewissem Umfang unter Bildung von Stickstoff sich vollzége, indem 
die Aldoximgruppe in einer Pseudoform — CH = CH-NHOH oder 
nach vorhergegangener Oxydation als Nitrosogruppe (mit benachbarter 
Doppelbindung) — CH = CH-NO mit 2 Mol. HNO, bzw. NO reagierte 
(vgl. unter 5.). In der Tat erhielt man bei der Priifung des Dialdoxims 
in der van Slykeschen Apparatur eine bestimmte, wenn auch in An- 
betracht der zwei reaktionsfihigen Gruppen nicht sehr erhebliche Menge 
Stickstoff: im 6-Stdn.-Versuch 51% Stickstoff (Berechnung wie immer: 
ein Mol. N, pro Mol. Subst. = 100%). Als Reaktionsprodukt diirfte 
aus dem Dialdoxim der Dialdehyd entstehen, es ist aber méglich, daB 
auch in gewissem Umfang Bernsteinsaure sich bildet (vgl. oben). 

Die Aldoximgruppe —C(:NOH)H hat Ahnlichkeit mit der Hy- 
droximsiiuregruppe — C(: NOH)OH, es erschien deshalb die Méglichkeit 
nicht ausgeschlossen, daB Succindialdoxim mit alkalischer Permanganat- 
lésung ebenso wie die Hydroxamsiiuren bzw. Hydroximsiiuren (vgl. 
unter 4.) teilweise unter Gasentwicklung (N, und N,O) reagierte. Ein 
Versuch, bei dem eine alkalische Lésung des Dialdoxims mit fein- 
gepulvertem Kaliumpermanganat im Girréhrchen zusammengebracht 
wurde, ergab in der Tat, daB ein farbloses Gas sich entwickelte, daB in 
reinem Wasser sich nicht léste, also wahrscheinlich aus Stickstoff be- 
stand, gleichzeitig in geringer Menge entstandenes Stickoxydul kénnte 
in.der alkalischen KMnO,-Fliissigkeit gelést geblieben sein. Als weiteres 
Reaktionsprodukt hatte sich vermutlich Bernsteinsiure gebildet. 


10. Aminoketotetracarbons diure C,,H,,0,N 
(Isobilianséurereihe) und §&.Sr. 


Die genannte Aminoketosaure war friiher in Gesta It ihres Hydrochlorids einer 
van Slyke-Analyse unterworfen worden! und hatte bei etwa 3-stdg. Versuchs- 
dauer 223% und, als der Versuch noch weitere 21 Std n. fortgesetzt wurde, min- 
destens 288° Stickstoff ergeben. Bei einer zweiten unter gleichen Bedingungen 
ausgefiihrten Bestimmung waren die Zahlen: 229 bzw. 295, die Berechnung war 





20 ©. Harries u. H. Kriitzfeld, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 3671 [1906]. 
21M. Schenck u. J. Reschke, diese Z. 216, 81 [1933]. 
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die iibliche: 1 Mol. N, pro Mol. Subst. = 100%. Die Entwicklung des iiber- 
schiissigen (100% tibertreffenden) Stickstoffs ist wohl darauf zuriickzufiihren, da’ 
an zwei geeigneten Stellen des Molekiils aus der Salpetrigen Saure je eine Oxim- 
oder Nitrosogruppe eintritt, die dann in der friiher skizzierten Weise (die Oxim- 
gruppe in der Pseudoform) weiter reagiert. Ein anderes Gallensdurederivat, die zur 
Biliansiurereihe gehérige Desoxybiliansiure-amino-carbonsiure (Aminotetra- 
carbonsaure) C,,H;,0,N, hatte (ebenfalls in Gestalt des Hydrochlorids) im 24-stdg. 
van Slyke-Versuch 139 bzw. bei einer zweiten Bestimmung 135° Stickstoff 
ergeben”*, es war also hier der Eintritt der HNO, in das Molekiil anscheinend nur 
an einer Stelle erfolgt. Da sich das Desoxybilianséurederivat von dem Isobilian- 
sdurederivat u.a. durch das Fehlen des Ketonsauerstoffs am C-Atom 7 unter- 
scheidet, ist diese Ketongruppe wohl fiir den besonders hohen Stickstoffwert der 
Aminoketosiure C,,H,,0,N mitbestimmend bzw. fiir den Eintritt der zweiten 
N-haltigen Gruppe in das Molekiil ,,mitdirigierend““. — Es ist jetzt wiederholt 
versucht worden, das bei der Einwirkung von naszierender S.Sr. auf die Saure 
C.,H;,0,N sich bildende Reaktionsprodukt zu isolieren, es ist aber noch nicht ge- 
lungen, dieses Produkt in brauchbarer Gestalt zu gewinnen. — Erwahnt sei noch, 
daB bei sehr kurzdauernder Einwirkung von S.Sr. auf die Aminotetracarbonséure 
C.,H;,0,N die entsprechende Oxytetracarbonsdéure C,,H;,0, in kristallisierter 
Form, wenn auch nur in kleiner Ausbeute erhalten worden war!. 

Der Abteilung Hochschulen und Wissenschaft des Ministeriums fiir Volks- 
bildung, Dresden, danke ich verbindlichst fiir erteilten Forschungsauftrag, Hrn. 
Prof. Dr. F. Schwarz fiir im Veterinar-Physiologischen Institut, Leipzig, gewahrte 
Gastfreundschaft, Hrn. Dr. Paul Neumann fiir Ausfiihrung der van Slyke- 
Bestimmungen. 


Zusammenfassung 


1. Die Nitrodiketotricarbonsiure C,,H,,0,,N (6-Nitro-biliansiure) 
(I) liefert unter der Einwirkung von naszierender Salpetriger Siiure 
(S.S8r.) eine kristallinische Verbindung C,,H,,0,N, (dreibasische Siure) 
von noch nicht geklarter Konstitution. 

2. Die Nitroketolactamtricarbonsiiure C,,H,,0,,N, (III), die sich 
von I nur dadurch unterscheidet, daB sie an Stelle eines Ketoringes 
einen Lactamring enthalt, gibt unter den gleichen Bedingungen eine 
kristallisierte dreibasische Saiure C,,H,,0,N3. 

3. 3-Nitro-d-campher (IV) gibt mit naszierender S.Sr. ein relativ bestin- 
diges Pseudonitrol, eine Stickstoffentwicklung findet nicht (oder nur in mini- 
malem Umfang) statt. 

4, Camphoryloxim, das Umlagerungsprodukt von V, entwickelt im 
Gegensatz zu dem Umlagerungsprodukt der Nitroketolactamtricarbon- 
siiure C,,H,,0,,N,, das sich hinsichtlich seiner Konstitution dem 
Camphoryloxim an die Seite stellt, weder mit S.Sr. noch mit alkalischer 
Permanganatlésung Gas. Wird aber der Anhydridring im Camphory]l- 
oxim aufgespalten, wobei eine freie Hydroxamsiuregruppe entsteht, so 
gibt diese aufgespaltene Verbindung mit S. Sr. Camphersiure, C,,H,,0,, 
und ein Gasgemisch, das aus viel N,O und wenig N, bestehen diirfte. 
Auch mit alkalischer Permanganatlésung liefert das aufgespalten Cam- 
phoryloxim ein Gemisch von Stickstoff und Stickoxydul sowie Campher- 
saure. 


22M. Schenck u. J. Reschke, diese Z. 220; 63 [1933]. 
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5. 6-Nitrobilianséure-dioxim entwickelt in der van Slykeschen 
Apparatur mehr Stickstoff als Biliansiure-dioxim, das Plus ist auf die 
6-stindige sekundire Nitrogruppe zu beziehen. Auch gibt Nitrobilian- 
siure-dioxim ebenso wie Biliansiure-dioxim mit Salpetersiure (D 1.4) 
von Raumtemperatur eine Nitrosoverbindung (Ubergang der 7-standigen 
Ketoximgruppe in eine Nitrosogruppe mit benachbarter Doppelbindung). 

6. Das Oxim der Nitroketolactamtricarbonsiure, C,,H,,0,,N, (IT), 
gibt im van Slykeschen Versuch mehr Stickstoff als die Siure III, das 
Plus ist auf die 7-stindige Ketoximgruppe des Oxims zu beziehen. Diese 
Gruppe bedingt es auch, daB das Oxim durch Salpetersiure (D 1.4) von 
Raumtemperatur in eine Nitrosoverbindung umgewandelt wird (Uber- 
gang wie unter 5.). 

7. Ciliansiure-oxim (Forme! wie VI, aber an Stelle der Ketongruppe 
eine Ketoximgruppe) liefert im van Slykeschen Apparat nur sehr wenig 
Stickstoff. Unter geeigneten Bedingungen li8t sich aus dem Oxim mit 
S. Sr. eine Pernitrosoverbindung erhalten (12-standige Pernitrosogruppe: 
> C(:N,0.)). 

8. Isonitrosocampher, C,,H,;O0,N (Formel wie IV, aber an Stelle 
der sekundiren Nitrogruppe die Ketoximgruppe), entwickelt im van 
Slykeschen Versuch eine reichliche Menge von Stickstoff. 

9. Succindialdoxim, HO-N:CH-CH,-CH,-CH:N-OH, gibt in 
der van Slykeschen Apparatur eine bestimmte, wenn auch in An- 
betracht der z wei reaktionsfahigen Gruppen nicht sehr erhebliche Menge 
Stickstoff. Auch mit alkalischer Permanganatlésung entwickelt das 


Dialdoxim Gas, das wahrscheinlich im wesentlichen aus Stickstoff 
besteht. 

10. Die Aminoketotetracarbonsiure C,,H,,0,N, die sich von Isobiliansaéure 
C.,H,,0, ableitet, liefert im van Slykeschen Versuch einen ganz besonders hohen 
Stickstoffwert. Es ist wiederholt versucht worden, das hierbei sich bildende Re- 
aktionsprodukt zu isolieren, es ist aber noch nicht gelungen, dieses Produkt in 
brauchbarer Gestalt zu gewinnen. 








